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Introduction

1. Introduction

L'eau ne peut étre considérée comme un simple produit commercial, elle doit étre
classée comme un patrimoine universel qui doit étre protégé, défendu et traité comme tel. Elle
est une ressource vitale pour ’homme, sa survie, sa santé, son alimentation; elle I’est
¢galement pour ses activités agricoles, économiques et la qualit¢ de son environnement en

dépend étroitement. Cependant, elle est le réceptacle universel de tout type de pollution.

Bien qu’apparemment inépuisable, 1’eau est trés inégalement répartie sur la plancte.
Tous les pays auront, a court ou a long terme, a faire face au probléme de sa raréfaction. La
mobilisation des eaux superficielles a été de tous les temps une préoccupation majeure des

pouvoirs publics (DEVAUX, 1999; ECOSSE, 2001).

L’eau est devenue un enjeu stratégique mondial dont la gestion doit impérativement
s'intégrer dans une perspective politique de développement durable.Certains affirment en effet
qu’elle sera, au troisiéme millénaire, un enjeu de guerres comme le pétrole 1’a été et I’est

encore aujourd’hui (GARCIA-ARMISEN, 2006).

En Algérie, Les disponibilités en eau sont estimées a 17 milliards de m*/an dont 12
milliards de m’ dans les régions Nord (ressources souterraines 2 milliards de m’, ressources
superficielles 10 milliards de m’) et 5 milliards de m’ dans le Sud. Sachant que toutes les
ressources souterraines du Nord sont mobilisées en plus de 70% des ressources superficielles.
Le volume annuel d’eaux usées domestiques rejetées est estimé a 800 millions m’. Ce sont

des quantités importantes et facilement localisables que le pays ne peut négliger.

L’épuration des eaux usées s'est donc imposée pour préserver la qualité des milieux

naturels et notamment les eaux de surface et souterraines (AMY et al, 1996).

La réutilisation des eaux usées épurées constitue en outre, une alternative aux rejets
dans les milieux récepteurs qui peuvent présenter des capacités d'absorption limitées

(PAPAIACOVOU, 2001).

Seulement, les techenique d’puration des eaux usées n’ont pas été suffisantes pour
atteindre ’objectif de protéger I’environnement d’une manicre générale et les ressources

hydriques dune maniére spécifique.

De ce fait, un nouvel axe de recherche est inauguré récemment devant les

scientifiques donnant par conséquence I’opportunité aux humains de rectifier les erreurs
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commises au cours de I’évolution de leur civilization: la décontamination des milieux par

I’arsenal biologique.

Les microalgues sont utilisées depuis des décennies pour le traitement des eaux usées

(LOPES, 2012).

Dans ce contexte, cette étude s’intéressera particulicrement a ’intégration de la
culture des microalgues aux stations de traitement d’eaux usées pour observer I’éffet de ces

dernieres sur quelques bactéries pathogenes et mettre en valeur leur pouvoir épurateur.

Ce travail a pour but d'étudier la possibilité d’utiliser des micros algues, placées dans
un bioréacteur des eaux usées brutes de la STEP. L'objectif est de quantifier quelques
bactéries pathogeénes a savoir: (Coliformes totaux, Coliformes fécaux, Bactéries Thermo
tolérantes et Staphylococcus aureus) a fin de valoriser cette diversité biologique des
microalgues dans le domaine d’épuration des eaux usées, dans une perspective d’utilisation
en irrigation

A fin de suivre les effets du traitement, des eaux usées par le biais des microalgues,
différentes analyses ont été menées dans le temps. Les analyse microbiologiques sont des
parametres majeurs jouant sur 1’efficacité d’épuration du systéme : on a entre autres étudié
I’effet de la température interne et le pH des eaux usées qui se trouve au niveau du

bioreacteur.
- La partie bibliographique est composée essentiellement de trois chapitres:

- Le premier chapitre traite les stations d’épuration et les grandes étapes du

traitement des eaux usées.

- Le deuxiéme chapitre est consacré aux types de micro-organismes contenus dans

les eaux usées et leurs origines

-Le troisiéme chapitre s’¢tale sur les microalgues leur origine, définition,

classification, historiques et leur utilisation.

- La partie expérimentale comprend deux paties: La zone d’étude et matériel et

methodes.

Enfin, nous terminons notre étude par une conclusion générale ou sont récapitulés les

principaux résultats obtenus.
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Chapitre I

Station D épuration et Faux Usées




Chapitre I Station d’épuration et eaux usées

1- Généralités sur les eaux usées

Les eaux résiduaires fraiches ont un aspect 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’hydrogene sulfureux (H2S), dangereux pour les égoutiers et corrosifs pour le béton et les
aciers des égouts. Environ un tiers des matiéres contenues est en suspension, le reste est en

solution (DJERMAKOYE, 2005).
2- Définition des eaux usées

Les eaux usées sont toutes les eaux qui parviennent dans les canalisations d'eaux
usées dont les propriétés naturelles sont transformées par les utilisations domestiques, les
entreprises industrielles, agricoles et autres. On englobe, aussi, les eaux de pluie qui s'écoulent

dans ces canalisations (BLIEFERT et PERRAUD, 2001).

Les eaux usées sont des milieux extrémement complexes, altérées par les activités
anthropiques a la suite d’un usage domestique, industriel, artisanal, agricole ou autre. Elles
sont considérées comme polluées et doivent étre donc traitées avant toute réutilisation ou

injection dans les milieux naturels récepteurs (SELGHI, 2001).

C'est pourquoi, dans un souci de respect de ces différents milieux naturels récepteurs,
des traitements d’abattement ou d’élimination de ces polluants sont effectués sur tous les
¢ffluents urbains ou industriels. Ces traitements peuvent étre réalisés de manicre colléctive
dans une station d’épuration ou de maniére individuelle également par des procédés intensifs

ou extensifs (PAULSRUD ET HARALDSEN, 1993).

La pollution de I’eau s’entend comme, une modification défavorable ou nocive  des
propriétés physico-chimiques et biologiques, produite directement ou indirectement par les

activités humaines, les rendant impropres a ’utilisation normale établit.
9

Les eaux usées sont toutes les eaux des activités domestiques, agricoles et industrielles
chargées en substances toxiques qui parviennent dans les canalisations d'assainissement. Les
eaux usées englobent également les eaux de pluies et leurs charges polluantes, elles

engendrent au milieu récepteur toutes sortes de pollution et de nuisance

(DUGNIOLLE, 1980 ; GLANIC et BENNETON, 1989).
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Station d’épuration et eaux usées

3- Origine des eaux usées

Selon Eckenfelder, (1982) in DJEDDI, (2011) les eaux usées proviennent de quatre

sources principales:

1- Les eaux usées domestiques;

2- Les eaux usées industrielles;

3- Les eaux de pluie et de ruissellement dans les villes;

4- Le ruissellement dans les zones agricoles.

Usage

domestique

Activités Activités
mdustrielles agricoles

Eaux
pluviales

Pollution de
Ieau due -

A la nature
des matiéres
polluantes

-physique
-chimique

-bactériologique

-radioactivité

La durée des A I'intensité
€1miss10ns des rejets
-permanente -trés variables
-salsonniére
-occasionnelle
-accidentelle

|
A la nature
des milieux
récepteurs

-étang. lac. mer.
canaux. riviére.
-importance
-sensibilité

Figure n° 1: Nature de la pollution des eaux in DJEDDI, 2011.

4- Définition d’une station d’épuration

Elles constituent une autre voie d'élimination des eaux usées dans la mesure ou celles -

ci y subissent toute une batterie de traitements avant leur déversement dans le milieu naturel.

Une STEP, généralement placée a l'extrémité avale d'un réseau est congue pour épurer les

eaux usées et limiter I'apport en exces de matiere organique et dans certains cas, de substances

minérales telles que les nitrates et les phosphates dans les milieux récepteurs, sachant que

certaines substances contenues dans un effluent, a partir d'une certaine concentration, peuvent

constituer un danger pour la communauté aquatique. L'épuration des eaux usées diminue

I'impact sur les écosystémes aquatiques (BRIERE, 1994).
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5- Les grandes étapes du traitement

Suivant son origine la composition d’une eau usée est trés diversifiée, chaque
installation est par conséquent désigner pour répondre a un besoin spécifique. Les
technologies utilisées se développent et se perfectionnent constamment par la recherche de
technologies ou de procédés nouveaux et par la mise en place de nombreux automatismes
pouvant diminuer efficacement la dégradation environnementale de ressources précieuses en
eau et détruire les agents pathogenes humains potentiels (PRESCOTT et al 2007). Les quatre
¢tapes principales du traitement sont détaillées sur la figure 02 et décrites dans les

paragraphes suivants:

EAUX USEES +

Prétraiterment

MNature Prrow ddés | Muatibres dliminées |
| a . e NP 1
Diégrillage | Déchets volumineux " Déchurge ",
Physique Dessablage | Sables — :‘ Ineinération
s L Yo Recyelage -
L)"."huili.‘.gf" ! Ciraisses et huiles | ‘k‘_ oy o
Eaux usées aprés prétraitement

Eaux wsées aprés traitemen

Traitement secondaire

N bere Prow édliés

Traitement primaire
Nature Prociédes | Abatiement
Dé Il i
scantation naturelle
Physico- | h DBRO
Flottation
chimigue : DCO Bt
Décanizanion assisTee prmaInes
i | | Awte
tl

Traitement des boues

Achoibement b prassps s

s activees [ELIE s Niechpdeatanon
: R f
Lagunage [BIES SOCATAANT sechage
Eolagmygue L pactenen MESfCalsdes) Conpestage
Pl Al Phigestann asacrobine
TG Prosphares |r|\.-|r|-.-r:|1|m‘
|\_:||_\!l|‘-:,<_'
P wsées apres manemem |1
T P it
['raitement tertiaire I .
WL

Malure Prowides Abaltemen
Cunegrmlation
Physidi- Micwpalhmans ¢
Flvewlatwn :
chaniguc colluildes resms
Lracanation
Echamge " ions
"  broamaipan DPhesinlictian
Clhinmque
L hleratsn Phospiates
Frécip tation

EAUX EFURE

ES: —— Ailieu naturel

Figure n° 2: Etapes d’une filiere de traitement des eaux (HADJ-SADOK,
ATAB, 2011).

1999 ; in
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5-1- Les prétraitements
La premicre procédure du traitement s’agit de débarrasser les effluents de tout

¢lément susceptible de géner le fonctionnement des ouvrages (GROSCLAUDE, 1999).

Cette étape de traitement permet d’éliminer les matieres les plus grossicres,
susceptibles d’endommager les organes mécaniques ou de perturber I’efficacité des étapes

ultérieures. Ils font appel:

e A des procédés mécaniques, comme des grilles ou des tamis, pour éliminer des grosses
particules transportées par les eaux (REJSEK, 2002). Tout d’abord les gros déchets sont
¢liminés par un dégrilleur constitué de barreaux espacés de 10 a 50 mm suivi d’un

dégrilleur plus fin (3 2 10 mm) ou d’un tamisage (0,1 a 3mm) (GROSCLAUDE, 1999).

5-1-1- Dégrillage

Le dégrillage et le tamisage ont pour but de retirer de I'eau les déchets insolubles tels
que les branches, les plastiques, serviettes hygiéniques, etc. En effet, ces déchets ne pouvant
pas étre éliminés par un traitement biologique ou physico-chimique, il faut donc les éliminer
mécaniquement. Pour ce faire, l'eau usée passe a travers une ou plusieurs grilles dont les
mailles sont de plus en plus serrées. Celles-ci sont en général équipées de systeémes
automatiques de nettoyage pour éviter leur colmatage, et aussi pour éviter le

dysfonctionnement de la pompe (dans les cas ou il y aurait un systéme de pompage).

Le prétraitement est poursuiver par I’élimination des particules abrasiver et denses ;
cette étape est souvent couplée avec 1’¢élimination des flottants, et en particulier des graisses,
d’aprés I’ouvrage dégraisseur/dessableur (GROSCLAUDE, 1999). Une fois prétraitées la
pollution présente dans les eaux résiduaires se compose d’une fraction de fines particules (les
MES) qui n’ont pas été arrétées par le dégrillage ou le tamisage et des molécules organiques

et minérales en solution vraie ou colloidale.
5-1-2- Dessablage

Le dessablage permet d'extraire les graviers, sables et autres particules minérales de
diametres supérieurs a 0,2 mm contenus dans les eaux usées, de fagon a éviter les dépots dans
les canaux et conduits a protéger les pompes et les autres appareils contre l'abrasion
(DEGRIMENT, 1972). L'é¢coulement de I'eau a une vitesse réduite dans un bassin appelé

« dessabler » entraine leur dépdt au fond de l'ouvrage. Ces particules sont ensuite aspirées par
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une pompe. Les sables extraits peuvent étre lavés avant d'étre mis en décharge, afin de limiter
le pourcentage de maticres organiques et sa dégradation provoquant des odeurs et une

instabilité mécanique du matériau.

5-1-3- Déshuilage

Généralement c'est le principe de la flottation qui est utilisé pour I'élimination des
huiles suivant le principe basé sur l'injection de fines bulles d'air dans le bassin de déshuilage,
permettant de faire remonter rapidement les graisses en surface (les graisses sont
hydrophobes). Leur élimination se fait ensuite par raclage de la surface. Il est important de
limiter au maximum la quantité de graisse dans les ouvrages en aval pour éviter par exemple

un encrassement des ouvrages, notamment des canalisations (BONNIN, 1977).

En régle générale, 1’élimination des MES est obtenue par décantation gravitaire alors
que celle de la pollution soluble subit une dégradation biologique, mais pour certaines stations
d’épuration, I’¢limination des MES est réalisée dans I’ouvrage du traitement biologique

(GROSCLAUDE, 1999).
5-2- Le traitement primaire

Il consiste le plus souvent d'une décantation qui permet en deux heures d’éliminer les
matieres en suspension décantables. L’utilisation de réactifs chimiques pour éliminer des
particules plus fines s’a un traitement physico-chimique. Ce traitement permet donc
essentiellement I’élimination de la pollution particulaire et d’une partie de la pollution
organique sous forme particulaire (de I'ordre de 65 a 80% de la DCO avec un traitement

physico-chimique) (REJSEK, 2002).

Le traitement s’effectue par voie physico-chimique et a pour but d’extraire le
maximum de matiéres en suspension et de matiéres organiques facilement décantables. Trois

voies de traitement sont possibles:

- La décantation (processus physique): le principe de séparation solide-liquide est la
pesanteur, les matiéres en suspension ou colloidales tendent a se séparer du liquide par

sédimentation ;

- La flottation (processus physique): par opposition a la décantation, la flottation est un
procédé de séparation solide-liquide ou liquide-liquide qui s’applique a des particules dont la
masse volumique réelle ou apparente (flottation assistée) est inférieure a celle du liquide qui

les contient;
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- La décantation associée a I'utilisation d’un coagulant.

- Floculant (voie physicochimique): le principe ici est de favoriser I’agrégation des
molécules en suspension grace aux techniques de coagulation et de floculation de fagon a
augmenter la sédimentation grace a l’obtention de flocs plus gros. Durant la phase de
traitement primaire, une quantité importante de la pollution totale est éliminée (abattement
des matieres en suspension pouvant atteindre 90 % et de la demande biochimique en oxygene

de I’ordre de 35 % (CARDOT, 1999).

La DCO et la concentration en azote peuvent également étre réduits durant cette phase
de traitement. Les matiéres solides extraites représentent ce que 1’on appelle les boues

primaires (BASSOMPIERRE, 2007).

Les matiéres en suspension ont souvent une teneur en matiére organique importante
(de 70 a 90%) et une densité légérement supérieure a celle de 1’eau. Elles vont se décanter
naturellement dans un décanteur primaire en 1 a 2 heures. L’eau ainsi clarifiée s’écoulera par
débordement et les MES qui ont décanté au fond du bassin (boues primaires) seront extraites

et envoyées vers les ouvrages de traitement des boues (GROSCLAUDE, 1999).

L’¢limination des MES peut également étre réalisée par flottation naturelle (particule
naturellement plus légére que I’eau) ou provoquée (I’injection de microbilles d’air qui se

fixent sur les particules réduit leur densité apparente).

Ce procédé¢ appelé flottation est principalement utilis¢ dans le traitement des eaux
résiduaires industrielles (¢limination des MES sur les effluents hautement fermentescibles, ex:
agroalimentaire), pour I’élimination des graisses au niveau du prétraitement, ou encore pour la

concentration des boues biologiques (GROSCLAUDE, 1999).
5-3- Le traitement secondaire

L’¢élimination des matieres organiques implique le recours a des traitements
biologiques qui font intervenir des organismes vivants, essentiellement des bactéries

(REJSEK, 2002).

Ces traitements sont basés sur la capacité des micro-organismes a oxyder la matiere
minérale (NH3....) et les matiéres constitutives de la DCO et de la DBO d’une part
(aérobiose), et a réduire d’autre part les molécules comportant de I’oxygeéne: NO3 (anoxie),
SO4 et CO2 (anaérobie). Ils vont permettre ainsi d’éliminer la pollution soluble biodégradable
et une partie des MES (GROSCLAUDE, 1999).

8
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5-3-1- Procédés de traitement des eaux usées (Dekhil et Zaibat, 2012)

1- La voie anaérobie: si les réactions s'effectuent a 1' abri de l'air, en milieu réducteur. Le
carbone organique, aprés dégradation, se retrouve sous forme de CO2, méthane et
biomasse. Ce type de traitement appelé « digestion anaérobie » n'est utilisé que pour des
effluents trés concentrés en pollution carbonée, de type industriel (basserie, sucrerie,

conserverie...).

2- La voie aérobie: si 'oxygene est associé aux réactions. Cette voie est celle qui s'instaure
spontanément dans les eaux suffisamment aérées. Le carbone organique se retrouve sous

forme de CO, et de biomasse (DEGREMONT, 1972).

L'épuration biologique des eaux usées peut étre mise en ouvre dans les micro-
organismes se développant en suspension dans l'eau (boues activées), ou encore dans des
réacteurs a biomasse fixés dans lesquels les micro-organismes se développent sur un support
grossier ou sur garnissage plastique (lit bactérien) ou bien sur des disques (disques

biologiques).

5-3-2- Traitement biologique

Enlévement des mati¢res organiques solubles et des matiéres en suspension des eaux

usées traitées primaires (FAO, 2003).

Les procédés d'épuration secondaire (ou biologique) comprennent des procédés
biologiques, naturels ou artificiels, faisant intervenir des microorganismes aérobies pour

décomposer les mati¢res organiques dissoutes ou finement disperses (DESJARDINS, 1997).

La dégradation peut se réaliser par voie aérobie (en présence d'oxygene) ou

anaérobie (en l'absence d'oxygene).
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5-3-2-1- Lagunage

Est un procédé naturel d'épuration des eaux usées qui permet une séparation des
¢lements solides de la phase liquide par sédimentation, et une épuration biologique due
essentiellement a l'action des bactéries. Les bassins de lagunage sont généralement aux
nombres de trois. Ils sont destinés a recevoir de 1'eau, la traiter pendant un certain temps pour
la restituer ensuite au milieu récepteur. Un bassin de lagunage, s'il est assez simple dans sa
réalisation et dans son aspect extérieur, est en réalité un systéme d'épuration ou entrent en jeu
toute une série de processus physiques, chimiques et biologiques extrémement complexes. Le
fonctionnement repose sur la constitution d'une chaine alimentaire compleéte, il est basé sur la
symbiose entre de véritables étres vivants: les algues et les bactéries. L'écosystéme est trés
complexe car l'action des étres vivants est dépendante de trés nombreux facteurs non-

maitrisables: la température, 1'ensoleillement...

5-3-2-2- Boues activés

Les traitements éfféctuant en station d'épuration consistent a dégrader et séparer les
polluants de l'eau (particules, substances dissoutes, microorganismes) par des procédés
physiques, chimiques et biologiques pour ne restituer au milieu aquatique qu'une eau de
qualité suffisante au regard du milieu récepteur. Le résultat de ces opérations est la production
de boues qui est le principal sous-produit du cycle de traitement de I'eau. Donc les boues
d'épuration urbaines résultent du traitement des eaux usées domestiques qui proviennent de
l'activité des particuliers et éventuellement des rejets industriels dans les réseaux des

collectivités aprés avoir suivi un prétraitement obligatoire (PERNIN, 2003).

5-3-2-3- Lit bactérien

Le principe de fonctionnement d'un lit bactérien consiste a faire ruisseler les eaux
usées, préalablement décantées sur une masse de matériaux poreux ou caverneux qui sert de
support aux micro-organismes (bactéries) épurateurs. Une aération est pratiquée soit par tirage
naturel soit par ventilation forcée. Il s'agit d'apporter 1'oxygéne nécessaire pour le maintien
des bactéries aérobies en bon état de fonctionnement. Les matiéres polluantes contenues dans
l'eau et l'oxygene de l'air diffusent, a contre courant, a travers le film biologique jusqu'aux

micro-organismes assimilateurs

10
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Le film biologique comporte des bactéries aérobies a la surface et des bactéries
anaérobies prés du fond. Les sous-produits et le gaz carbonique produits par 1'épuration
s'évacuent dans les fluides liquides et gazeux. Le rendement maximum de cette technique est

de 80 % d'¢limination de la DBO (BRODART et al, 1989).

5-4- Traitement tertiaire (Dekhi et Zaibet, 2012)

A l'issue des procédés décrits précédemment, les eaux sont normalement rejetées dans
le milieu naturel. Dans le cadre d'une réutilisation des eaux usées épurées (REUE), les eaux

usées nécessitent des traitements supplémentaires.

5-4-1- Traitement bactériologique par rayonnement UV (Dekhil et Zaibet,, 2012)

Le traitement par rayons ultraviolets utilise des lampes a mercure disposées
parallelement ou perpendiculairement au flux d'eau. Leur rayonnement s'attaque directement
aux microorganismes. Ce traitement est trés simple a mettre en oeuvre, car il n'y a ni
stockage, ni manipulation de substances chimiques et les caractéristiques chimiques de

l'effluent ne sont pas modifiées. La durée d'exposition nécessaire est trés courte (20 a 30 s).

5-4-2- Traitement par voie physico-chimique (Dekhil ez Zaibet,, 2012)

Le traitement tertiaire inclut un ou plusieurs des processus suivants:

e Désinfection par le chlore ou l'ozone (pour éliminer les germes pathogenes).

e Neutralisation des métaux en solution dans l'eau: en faisant varier de l'eau dans

certaines plages, on obtient une décantation de ces polluants.

5-4-3- Traitement des odeurs

Pour que les mauvaises odeurs ne se répandent pas dans l'environnement de la
station, les premicres phases du traitement, le dégrillage, le dessablage/déshuilage et la phase
anaérobie du traitement biologique sont généralement confinées dans des batiments plus ou
moins étanches. Ce qui provoquerait des nuisances olfactives inacceptables par les riverains.
Cet air nauséabond est collecté et traité. Il passe par trois tours de lavage: un d'acide

sulfurique (H2S04), un de Javel et un de soude (ALLOUCHE, 1999).
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6- L’autoépuration
6-1- Définition

La purification naturelle est définie comme étant la somme de tous les processus
physiques, chimiques et biologiques réduisant la charge et la concentration des polluants dans
une masse d'eau (KUMMERT et STUMM, 1989). Son pouvoir est donc un parametre

principal pour la description de la fonctionnalité de I'écosysteme.
6-2- Le processus biologique de ’autoépuration

L'autoépuration des écosystemes aquatiques implique les groupes de
microorganismes, phytoplanctons, les plantes supérieures, les invertébrés et les poissons.
Chacun d'eux intervient dans un processus ou plus, et ils sont tous aussi importants pour le

bon fonctionnement du mécanisme de I’autoépuration (OSTROUMOV, 2008).

L'assimilation des éléments nutritifs et des substances organiques dissoutes présents
dans I'eau par les bactéries, les plantes et les animaux, ainsi que les processus de dilution et

celui de mélange sont assignés a I’autoépuration (HEIDENWAG et al., 2001).

Les cycles des ¢éléments naturels qui sont fortement déclenchés par les activités du
métabolisme microbien sont la base du potontiel biologique d’épuration. Ces processus
microbiens sont une part importante du recyclage des composés chimiques dans
l'environnement et sont aussi la premiere étape dans le milieu aquatique et d'autres chaines
alimentaires. Ainsi, le potentiel biologique de 1'épuration peut étre simplifi¢ en une hydrolyse
ou d’autres réactions de clivage enzymatique des substances chimiques, déclenché par des

processus microbiens (LORCH, 1994).
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Chapitre 11 Les microorganismes

1- Origine des micro-organismes contenus dans les eaux usées

Les stations d’épuration domestiques recoivent divers influents tels que des eaux
résiduelles industrielles répondant aux normes de rejet en égouts ou les eaux domestiques

usées provenant des cuisines et des sanitaires.

C’est dans ces eaux de sanitaires que se concentrent la plupart des microorganisms, ils

proviennent principalement des maticres fécales.
2- Types de micro-organismes contenus dans les eaux usées

Les micro-organismes pathogenes comprennent principalement, par ordre croissant de
taille: les virus, les bactéries, les protozoaires et les helminthes. IIs ont des effets divers sur la
santé. Ils sont la cause d’infections bénignes comme la gastro-entérite mais aussi de maladies

mortelles comme le choléra.

Les eaux usées contiennent tous les microorganismes excrétés avec les matieres
fécales. Cette flore entérique normale est accompagnée d'organismes pathogeénes. L'ensemble
de ces organismes peut étre classé en quatre grands groupes : les bactéries, les protozoaires, les

virus et les helminthes
2-1- Les bactéries

les microorganismes les plus communément rencontrés et les plus abadants dans les
eaux usées sont les bacteries. Elles contiennent environ 106 a 107 bactéries/100 ml dont la
plupart sont des proteus et des entérobactéries, 103 a 104 des Streptocoques et de 102 a 103 des
Clostridium. La concentration en bactéries pathogenes est trés variable et peut atteindre 104
germes par litre. Parmi les pathogenes les plus détectées, les Salmonelles, dont celles
responsables de la typhoide, des paratyphoides et des troubles intestinaux. Les coliformes
thermotolérants sont des germes témoins de contamination fécale le plus souvants sont utilisés

pour contrdler la qualité relative d'une eau (TOZE, 1999 ; in BELAHMADI, 2011).

En plus de ces germes, les eaux usées d'une station d'épuration contiennent des especes
autochtones considérées comme acteurs majeurs des biodégradations telles que:
Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Flavobacterium et d’autres (PELMONT, 2005; in
BELAHMADI, 2011).
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2-2- Les protozoaires

Les protozoaires passent par une forme derésistance Au cours de leur cycle

vital, qui peuvent étre véhiculés par les eaux résiduaires.

selon les conditions du milieu, ils peuvent survivre plusieurs semaines, voire méme
plusieurs années, ces parasites sont trés persistants. (CAMPO, 2008; in BELAHMADI, 2011).
Plusieurs protozoaires pathogénes ont été identifiés dans les eaux usées (GENNACCARO et
al, 2003; in BELAHMADI, 2011). Parmi les plus importants du point de vue sanitaire, il faut
citer Entamoeba histolytica, responsable de la Dysenterie amibienne, Giardia lamblia et
Cryptosporidium parvum (TOZE, 2006; in BELAHMADI, 2011). Parmi les recherche qui ont
¢été faitent seulement 10 a 30 kystes forment une dose suffisante pour causer des troubles

sanitaires (CAMPO, 2008; in BELAHMADI, 2011).
2-3- Les virus

On les appele parasites intracellulaires obligatoires ou virus qui ne peuvent se
multiplier que dans leur cellule hote. dans les eaux usées urbaines leur concentration estimée est
comprise entre 103 et 104 particules par litre. 11 est deficile de les isolées et de les denombrées
dans les eaux usée , ce qui conduit vrai semblablement a une sous estimation de leur nombre
réel. Il semble que les virus soient plus résistants dans l'environnement que les bactéries, du fait
qu’au cours de processus de traitement des eaux usées il faut signialer que les virus sont plus
difficiles a éliminer que les bactéries classiques le plus souvant utilisées comme indicateurs de

la qualité bactériologique des eaux (TOZE, 2006; in BELAHMADI, 2011).
2-4- Les helminthes

on les recontre beaucoup plus dans les eaux résiduaires et les eaux usées urbaines.
Les helminthes sont des parasites intestinaux, , le nombre d'oeufs d'helminthes peut étre évalué
entre 10 et 103 germes/l. le cycles de vie des helminthes est complexes en comprenant un
passage obligatoire par une hote intermédiaire (AULICINO, 1996; in BELAHMADI, 2011). On
peut observer chez certain helminthes que le stade infectieux est l'organisme adulte ou larve,
alors que pour d'autres, ce sont les oeufs. Sachant que Les oeufs et les larves sont résistants dans
l'environnement et le risque 1ié a leur présence est a considérer pour le traitement et la
réutilisation des eaux résiduaires. En effet, leur reproduction est due la persistance de ces
organismes a différentes conditions environnementales, ce qui constitue un risque potentiel.
Les helminthes pathogenes rencontrés le plus fréquemment dans les eaux usées sont: Ascaris

lumbricades, (CAMPO, 2008; in BELAHMADI, 2011).
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3- Les bactéries pathogénes contenues dans les eaux usées
3-1- Coliformes totaux

Les coliformes totaux sont des entérobactéries qui incluent des especes bactériennes
qui vivent dans I’intestin des animaux homéothermes, mais aussi dans 1I’environnement en
général (sols, végétation et eau). Ce groupe bactérien est utilis€ comme indicateur de la
qualité microbienne de 1’eau parce qu’il contient notamment des bactéries d’origine fécale,
comme Escherichia coli (CEAEQ, 2009; in BELAHMADI, 2011). Ce sont des bactéries en
forme de batonnet, aérobies ou anaérobies facultatives, possédant I’enzyme B-galactosidase
qui permet de libérer un agent chromogéne utilisé¢ dans des milieux de culture servant a les
identifier (ARCHIBALD, 2000; CEAEQ, 2009b; EDBERG et al., 2000; SANTE CANADA,
2012; WHO, 2011).

Les principaux  genres  bactériens inclus dans le  groupe sont:
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella et Serratia (CEAEQ, 2009; SANTE
CANADA, 2012; WHO, 2011). La presque totalit¢ des espeéces sont non pathogenes et ne
représentent pas de risque direct pour la sant¢ (EDBERG et al., 2000; WHO, 2011), a
I’exception de certaines souches d’Escherichia coli , ainsi que de rares bactéries pathogenes

opportunistes.
3-2- Coliformes fécaux

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44,5 °C. L’espéce la
plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est 1'Escherichia coli (E. coli) et, dans une
moindre mesure, certaines espéces des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella

(ELMUND et al., 1999; SANTE CANADA, 1991; EDBERG et al., 2000).

La bactérie E. coli représente toutefois 80 a 90 % des coliformes thermotolérants
détectés (BARTHE et al., 1998; EDBERG et al., 2000). Bien que la présence de coliformes
fécaux témoigne habituellement d’une contamination d’origine fécale, plusieurs coliformes
fécaux ne sont pas d’origine fécale, provenant plutdét d’eaux enrichies en matiére organique,
tels les effluents industriels du secteur des pates et papiers ou de la transformation alimentaire
(BARTHE et al., 1998; OMS, 2000). C’est pourquoi il serait plus approprié¢ d’utiliser le terme
générique « coliformes thermotolérants » plutot que celui de « coliformes fécaux » (OMS,
1994; ROBERTSON, 1995). L’intérét de la détection de ces coliformes, a titre d’organismes

indicateurs, réside dans le fait que leur survie dans l’environnement est généralement
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équivalente a celle des bactéries pathogeénes et que leur densité est généralement
proportionnelle au degré de pollution produite par les matieres fécales (CEAEQ, 2000). Par
ailleurs, puisque les coliformes fécaux ne proliférent habituellement pas dans un réseau de
distribution, ils sont utiles pour vérifier son étanchéité, permettant de détecter une
contamination fécale découlant par exemple d’infiltrations d’eau polluée dans les
canalisations (AWWA, 1990). Ils sont aussi de bons indicateurs de I’efficacité du traitement
de I’eau, mais comme leur nombre est moins élevé que celui des coliformes totaux, ces

derniers leur sont préférables pour cette fonction (ROBERTSON, 1995).
3-3- Les staphylocoques

Les staphylocoques sont des cellules sphériques de 0.5 a 25 um généralement
regroupées en amas, ils sont immobiles et ne forment pas de spores ; ils sont aérobies ou
anaérobies facultatifs, Gram (+), catalase (+), fermentent les sucres en produisant de l'acide

lactique (LECLERC et al ,1995).

L'espéce Staphylococcus aureus ou « staphylocoque doré » posseéde toutes ces
caractéristiques, ajoutant a cela qu'elle est coagulase (+), il est a noter que les staphylocoques

sont ubiquistes, tres largement distribués dans l'environnement (LECLERC et al, 1995).

Cette famille comprend les genres suivants : Planococcus, Micrococcus et
Staphylococcus. Kloos et Schleifer (1975) ont pu identifier 11 espéces au sein du genre

Staphylococcus, en 1984, ils ont pu distinguer 19 espéces (MANUEL DE BERGEY, 1984).

La recherche des staphylocoques présente un intérét pratique surtout dans les eaux

destinées a la baignade (GAUJOUS, 1995 et RODI et al, 1996).

3-4- Les streptocoques

Les streptocoques constituent la famille de streptococcaceae qui regroupe des Genres
trés fréquents dans l'industrie alimentaire comme contaminants et surtout comme agents de

fermentations lactique.

Les streptococcaceae sont des coques gram positif, a sporulées généralement
groupées en paires ou surtout en chaine de longueur variable, généralement immobiles. Ils
sont catalase négatives, certains pédiocoques possedent un pseudo catalase et peuvent

apparaitre catalase positives.
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La différenciation entre genres est basée sur l'arrangement des cellules et sur le type
de fermentation lactique (homo ou hétéro lactique) (GUIRAUD et GALZY, 1980 ; in Dekhil
et Zaibat 2013).

4- Les normes de rejets selon ’OMS ; 2011.

Le genre Les normes
Les coliformes fecaux et totaux Absence /100ml
Streptocoques fécaux Absence /100ml
Flore aérobie mésophile 102/ml
Les streptocoques fécaux Absence /100ml
Staphylococcus aureus Absence /100ml
Flore fongique Absence /100ml
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1- Introduction

Les microalgues suscitent aujourd’hui un intérét grandissant, les applications qui
convergent autour de ces cellules sont nombreuses. De la production d’énergie, a la nutrition
humaine et animale, en passant par le traitement des rejets anthropiques, chercheurs et
industriels s’investissent dans ces vastes domaines d’application. Il y a aujourd’hui une
multitude de verrous scientifiques et technologiques qui méritent d’étre levés, carrefours

d’innovations entre approche agro-écologiques et vision techno-économiques.
2- Historique

La science et L'étude et I'utilisation des algues ne datent pas d'hier bien au contraire
remonte aux années 1950. La premiére utilisation des microalgues par I'humain remonte a
2000 ans en Chine, ou Nostocaida a survivre a la famine (SPOLAORE et al., 2005).

D'autres exemples historiques pourraient étre: 1' utilisation des algues brunes durant
le 18¢me siecle pour 1'iode et le soda, l'utilisation par Alfred Nobel de biomasse fossilisée de
diatomées dans la confection de la dynamite (adsorption de la nitroglycérine) et l'une des
especes cultivées de nos jours a grande échelle, la cyanobactérie Spirulina arthrospira, était
déja connue de la population aztéque (PULZ et GROSS, 2004).

Les cultures pionniéres d'algues unicellulaires (avec Chlorela vulgaris) ont été
réalisées par Beijerinck en 1890, et I'utilisation de telles cultures pour I'étude de la physiologie
végétale a été développée au début des années 1900 par Warburg (BOROWITZKA, 1999). En
somme, plusieurs de ces techniques et méthodes et milieux de culture de base sont encore
utilisés aujourd'hui. Et ils s’ont été développés a la fin des années 1800 et au début des années

1900 (ANDERSEN, 2005).
3- Présentation générale des microalgues

Le terme « microalgues » regroupe les algues microscopiques et les cyanobactéries,
Ces dernicres sont des organismes photosynthétiques procaryotes (bactéries effectuant la
photosynthese), alors que les microalgues sont des organismes photosynthétiques eucaryotes
unicellulaires ou pluricellulaires indifférenciés.

Le terme phytoplancton s'avere plus juste lorsqu' il est question a la fois d'algues et
de cyanobactéries. Dans l'environnement naturel, les algues peuvent coloniser (les eaux
douces et marines, aussi le sol et des simples surfaces humides), a une seule condition la
lumiére y parvienne. On en retrouve méme pres des sources hydrothennales, et elles peuvent

coloniser la neige et les couverts de glace (BELAIR et al., 2012).
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La diversité des microalgues est trés importante, ce qui se refléte par une panoplie de
formes, de grosseurs et d'arrangements des cellules. La présence ou non de flagelles peut
caractériser certaines especes: a cet effet durant leur stade motile, la plupart des algues
possédent deux ou plusieurs flagelles, bien que quelques lignées aient perdu cette
caractéristique soit dun coup deés le début de leur évolution (Rhodophyta)
(BHATTACHARYA et MEDLIN, 1998). Aussi, les différentes théques (plaques rigides de
cellulose incrustée de silice) que produisent les diatomées, permettent d'en distinguer les

différentes especes. (BARSANTI et GUALTIERI, 2006).

On peut voir sur la figure 03 différentes morphologies de certaines especes de

microalgues.

Figure n° 3: Différences morphologiques entre certaines especes de microalgues
(A, F, H et J = microscopie ¢électronique a balayage; B, C, D, E, G, 1, K et L “microscopie
optique; bar 10 pm” (d’aprés BELAIR et al, 2012 in LOUKA 2013)

A: Gephyrocopsa G: Choetoceros calcitrons
B: Haematococcus lacustris H: Dinaphysis acuminate
C: Spirulina platensis 1: Alexandrim

D: Chlorello vulgaris J: Bocillariophyceoe

E: Dunaliella tertiolecto K: Raphydophvceae

4- Définition des microalgues

Une microalgue est un organisme photosynthétique unicellulaire délimité par une

membrane plasmique, qui contient au sein de son cytoplasme de nombreux organites
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nécessaires a son fonctionnement et a son métabolisme: chloroplastes, amyloplastes,
oléoplastes, mitochondries et son noyau entouré de son enveloppe.

Les algues désignent un ensemble d’organismes que 1’on retrouve préférentiellement
dans les milieux aquatiques.

Ces derniéres, dénommées également phytoplanctons, sont définies comme étant des
organismes unicellulaires ou pluricellulaires indifférenciés. Sous cette désignation, elles
constituent un sous-ordre des Eucaryotes ou des Procaryotes. Dans ce dernier régne, les
représentants des microalgues sont regroupés dans la sous-classe des Cyanobactéries.

Les algues vertes (Chlorophyta) sont des organismes eucaryotes photosynthétiques
caractérisés par la présence de chloroplastes contenant deux enveloppes membranaires, des
thylakoides empilés (grana) et des chlorophylles a et b. Toutes les algues vertes produisent de
I'amidon comme réserve principale de polysaccharides, s'accumulant dans les plastides
(PROSCHOLD et LELIAERT, 2007).

Les plastides sont des organites cellulaires des végétaux contenant souvent un
pigment ou de la nourriture.

Bien que les différentes espéces ne les possédent pas toutes, on peut résumer les
principales composantes des microalgues vertes a un noyau bien défini, une paroi cellulaire,
des chloroplastes contenant chlorophylles et autres pigments, une région contenant en surface
une forte densité de grains d'amidon, des stigmas et des flagelles (SINGHET SHANNA,
2012)

A propos, le stigma est une tache orangée agissant comme photorécepteur, sorte

d'oeil primitif qui réagit a la lumiére pour guider la cellule dans ses déplacements
5- Le Milieu de vie

Le milieu de vie des microalgues, la ou on leur retrouvent en abondance c’est dans
les milieux fortement aqueux. Il existe 1100 genres de microalgues dont 14000 espéces d'eau
douce et 14000 d'eau salée. Ce sont des étres photosynthétiques, c'est-a-dire qu'elles sont
capables de produire de la matiére organique a partir d'éléments minéraux grace aux

processus d'assimilation photosynthétique.

Les microalgues posseédent plusieurs aspects cellulaires différents et divers cycles de
vie, les algues colonisent une multitude d'habitats (BHATTACHARYA et MEDLIN, 1998).
On les retrouve presque partout dans les sources d'eau fraiches jusque dans les eaux salées
(avec une tolérance pour une large gamme de pH, température, turbidité et concentration d'0,

et de C0,) ou subaériennes (exposées a l'atmosphére plutdt que submergées). Elles peuvent
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étre planctoniques (comme la plupart des especes unicellulaires) ou benthiques (vivant sur ou
dans les sédiments). Les algues benthiques peuvent se retrouver attachées sur la pierre (épi
lithiques), sur le sable ou la boue (épidémiques), sur d'autres algues ou plantes (épiphytiques)

ou sur des animaux (épizoiques) (BARSANTI et GUALTIERI, 2006).
6- Diversité et classification

Le groupe des microalgues est extrémement hétérogéne rassemblé autour d’une
cohérence physiologique : la photosynthése oxygénique (ANDERSEN, 1992). Selon les
estimations, parmi lesquelles 47000 espéces sont décrites .certaine famille rassemblerait de
plusieurs centaines de milliers a plusieurs millions d’especes (ANDERSEN et al, 1997 ;

SHARMA et RAI 2011).

Par comparaison, la diversit¢ des plantes supérieures est de I'ordre de 400 000
especes. La classification (Tableau 02) de cette diversité est complexe et la taxonomie est
sujette a de fréquents bouleversements du fait notamment de I'utilisation des techniques de

phylogénie moléculaire.

Tableau n° 02: Diversité des microalgues eucaryotes et procaryotes marines et d’eau

douce (d’apres, Syalve et Stayer., 2013).

Régne Embranchement/Classe
Cyanophytes
Prochlorophytes
Bacillariphytes
Charophytes
Chlorophytes
Chrysophytes
Cryptophytes
Eucaryotes Dinophytes
Euglenophytes
Glaucophytes
Haptophytes
Phaeophytes
Rhodophytes

Procaryotes

7- Utilisation

Aujourd’hui, les vertus biotechnologie des microalgues est en émergence et
expansion, vu tout ce qu'on peut tirer de ces microorganismes: biomasse a des fins de
nourriture ou de fourrage, produits extraits de la biomasse incluant des triglycérides qui

peuvent étre convertis en biodiésel, pigments utilisés dans plusieurs domaines (cosmétique),
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etc. Bien qu'en plein développement, en plus les procédés de production est économique,

(HARUN et al., 2010).
7-1-  Applications biotechnologiques des microalgues

Les microalgues sont utilisées en industrie dans les domaines énergétiques,
pharmaceutiques, nutraceutiques, cosmétiques et alimentaires. Sous des conditions
spécifiques, ces microorganismes sont en mesure de biosynthétiser des molécules de grand
intérét.

7-2- Production des lipides

Les microalgues peuvent accumuler, dans certaines conditions de culture, le carbone
fixé, sous forme de lipides appelés triglycérides. Les lipides stockés constituent alors une
réserve de carbone pour la microalgue. les lipides sont principalement constitués de
phospholipides et de glycolipides (constituants des membranes). Cependant certaines especes
sont capables d'accumuler jusqu'a 80 % de leur poids sec en lipides (BIGOGNO et al., 2002;
CHISTI, 2007) .

7-3- Alimentation animale

La base du réseau trophique en milieu marin c’est les microalgues. De ce fait il
apparait qu'elles peuvent étre intégrées a l'alimentation en aquaculture marine. Elles sont
notamment utilisées dans les ¢levages les larves de poissons et de crustacés. ( Milledge.,

2011).
7-4- Engrais

Les microalgues peuvent assurer le role d’un bon fertilisant des sols pauvres
puisqu'elles apportent notamment du potassium, de l'azote, éléments essentiels a la croissance
végétale. Elles permettent aussi de capturer et de garder 'humidité. Enfin, elles accélérent la

pousse des cultures et les protégent en limitant la prolifération des épiphytes et des parasites.
7-5-  Traitement des effluents gazeux CO,

L’utilisation de la photosynthése pour la fixation de CO, d’origine anthropique
répond ainsi a la fois & un enjeu environnemental du point de vue des activités industrielles
particulierement émettrices et a un enjeu économique sur le versant culture de masse des

microalgues.
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L’augmentation du gaz a I’effet de serre dans 1’atmosphére depuis la révolution
industrielle, avec un impact avéré sur le réchauffement climatique, cette problématique a
notamment motivé la recherche puiseurs solutions de piégeage de ce gaz avant sa libération et
sa dilution dans I’atmosphere. Parmi ces technologies envisageables, les procédés physiques
(capture et stockage du CO2) et les solutions biologiques de fixation. Sachant que les
solutions physiques de capture et de stockage sont particulierement coliteuses

La croissance des microalgues en conditions non-limitantes en carbone compte parmi

les enjeux clés de la production de masse (BENEMANN et WOERTZ, 2012).
7-6- Production d’énergie

Le potentiel offert par les microalgues en vue de production d’énergie est sans
aucun doute le moteur de I’engouement et des activités de recherches croissantes mobilisées
autour ces organismes depuis le début du XXIéme siccle.

Ces organismes permettent de produire un biocarburant gazeux ou une « huile » brute
par conversion thermochimique (Mac Kendry, 2002).

A titre illustratif, la biomasse séche peut servir a produire de 1’énergie par combustion

directe (Kadam., 2002).
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1- Situation Géographique

La wilaya de Tiaret se situe au centre-ouest de la région des hauts plateaux du pays.
Elle s’ettend sur une superficie de 20.050,50 Km?’. Elle est limitée par plusieurs wilayas a
savoir (Figure.n® 4) (ADJOUJ, 2013) :
- Aunord, par les wilayas de Tissemsilt et de Relizane;
- Au sud, par les wilayas de Laghouat et de el Bayadh;
- Al'ouest, par les wilayas de Mascara et de Saida;

- ATest, par la wilaya de Djelfa.

Tissemsilt

@D OMMUNE KETENUE FOUR LE PROGRAMME 2003

S LIMITE COMMUNALE

Figure n°4: Situation géographique de la wilaya de Tiaret (Conservation des Foret

wilaya de Tiaret, 2005 ; in Adjouj, 2013).
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2- Réseau d'assainissement

L’assainissement Désigne l'ensemble des moyens de collecte, de transport et de
traitement d'épuration des eaux usées avant leur rejet dans les riviéres ou dans le sol. On parle
d'assainissement collectif pour les zones raccordées au réseau d'égout et équipées d'une
station d'épuration traitant des rejets urbains.

Selon Mekkakia, (2001) in Adjouj, (2013), Tiaret est assainie grace a un réseau de type
unitaire totalisant une longueur de 137Km.

La collecte s’effectue par I’évacuation des eaux usées domestiques, (et éventuellement
industrielles ou pluviales) dans les canalisations d’un réseau d’assainissement appelé aussi
collecteur qui se fait en général par gravité, c'est--dire sous I’effet de leur poids. Il peut parfois

s’effectuer par refoulement, sous pression ou sous dépression (Figure n° 05).

Les canalisations sont en ciment, parfois en fonte ou en PVC, plus rarement en grés ou

en acier (ONA, 2008; STEP, 2007 ; in Adjouj, 2013).

Figure n° 05: Schéma directeur des principaux collecteurs de la ville de Tiaret (STEP,

2007 ; in Adjouj, 2013).
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3- Situation géographique de la station d’épuration des eaux usées de Tiaret

La station d’épuration est localisée dans la commune d’Ain Bouchakif, & 6 km de la
ville de Tiaret (Figure.n® 06), elle est accessible par une route qui débauche directement dans
le chemin de wilaya: cw n° 07.

Cette station d’épuration s’étale sur une superficie de 9.47 hectares, destinée au
traitement des eaux usées provenant des communes de Tiaret (Sougueur, Dahmouni et Ain
bouchakif). Elle a pour objectif de traiter une capacité d’eau de ’ordre de 390.000 Eh
(équivalents-habitants), soient 38.000 m’ des eaux usées traitées par jour. Elle est caractérisée
par une activité agricole due a la présence d’Oued Ouassel (Nouria) qui verse directement

dans le Barrage de Dahmouni (AZIBI, 2015).

FUAIN Meriemis
W

StationiD;epuration

Figure n° 06: Situation géographique de la station d’épuration (Google earth ; in
Azibi, 2015).
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Figure n° 07: Vue générale de la station d’épuration de Tiaret (AZIBI, 2015).

Figure n° 08: Une maquette de la station d’épuration (AZIBI, 2015).
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Chapitre V Matériel et Méthodes

1- Introduction

Au cours de ce chapitre, on va procéder au prélévement et a I’échantillonnage a fin
d’analyser les eaux usées brutes contenues dans un bioréacteur dans lequel on intégre la
culture des microalgues. L’analyse effectuée touche les paramétres microbiologiques et
physico-chimiques dans le but de voir I’efficacité et I’effet de ces microalgues sur le taux de
réduction de quelques bactéries pathogenes, a fin de valoriser cette diversité biologique des

algues dans le domaine d’épuration des eaux usées.
2- Installation du protocole expérimentale

Un bioréacteur des eaux usées d’environ 60 L de volume a été installé au niveau de
la station d’épuration de Tiaret (STEP) (Figure n°09). Il se trouve au milieu des deux bassins

de combinaison plus precisement au flan droit du premier bassin de combinaison.

la mise en place
du dispositif
expérimental

( bioreacteur)

Figure n° 09: L’emplacement du bioréacteur
Le bioréacteur est muni d’un agitateur qui permet I’apport de I’oxygene
indispensable pour la survie des microalgues et qui sert a ’homogénéisation de la solution
(eaux usées et microalgues) durant toute la période d’étude pour que 1’échantillonnage soit

représentatif et efficace.
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Figure n° 10: Bioréacteur. (Cliché: AZIBI Farid; 2017)

3- Origine et caractéristiques des microalgues utilisées dans les bioréacteurs

Les microalgues utilisées dans cette étude proviennent du HRAP (étang d'algues a
haut débit) qui fait partie d'IAPS (systéme intégré d'étangs d'algues) pour le traitement des
eaux usées, construit a la station expérimentale de biotechnologie environnementale de
Rhodes, Grahamstown, révele une diversit¢ de micro flore et de faune (Figure n° 11) (H.

Johnson, 2010, Université¢ de Rhodes).

Figure n° 11: La faune et la flore utilisées dans I’étude (H. Johnson, 2010,
Université de Rhodes): a.Pediastrum,b. Scenedesmus, c. Micractiniumd. Diatoms,
eChlorella, f.Closterium,g. Chlamydomonas, h.Pyrobotrys ,i. Euglena, j.Actinastrum,
k.Dictyosphaerium, l. Bluegreens. Zooplankton: m.Brachionus, n.Lecane, 0.Conochilus,
p-Philodina, q.Cyclidium, r.Daphnia
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4- L’intégration de la souche des microalgues

L’expérimentation a été réalisée durant une période d’étude de 16 jours. Avant
I’ajout des microalgues, une analyse microbiologique été éfféctuée sur les eaux usées brutes
du bioréacteur, lors du deuxi¢me jour, nous avons intégré la culture des microalgues dans le

bioréacteur.

5- Prélévement et transport des échantillons

Le prélevement des échantillons est l'une des étapes les plus importantes pour
I'évaluation de la qualité de 1'eau. Il est donc essentiel que I'échantillonnage soit effectué¢ avec
prudence afin d’éviter toutes les sources de contamination possibles.

Des prélevements hebdomadaires le matin entre 09h et 10h ont été réguliérement
effectués durant une période d’étude de 16 jours. Les échantillons d'eau doivent étre prélevés
dans des conditions d'asepsie.

Il se fait dans un flacon en verre qui a été stérilis¢é dans un autoclave a une
température de 120°C pendant 15min. Les échantillons sont ramenés dans les brefs délais au
laboratoire, l'analyse doit étre effectuée dans un délai maximal de 4 heures. A chaque
prélevement, deux flacons ont été remplis et destinés séparément a I’analyse microbiologique

pour assurer une répétition et une fiabilité¢ dans les résultats.
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6- But de la manipulation

Le but est d’observer le taux de diminution de quelques bactéries pathogénes
présentes dans 1’eau usée en présence des microalgues. Le premier échantillon consiste a
prendre I’effluent, c’est a dire ’eau usée brute non encore en contact avec les microalgues et

qui sert de témoin.
7- Analyse physico-chimique
7-1- Le pH

Le pH (potentiel hydrogene), est le reflet de la concentration d'une eau en ions H+. 11
indique l'alcalinité des eaux usées, son role est capital pour la croissance des microorganismes
qui ont généralement un pH optimum variant de 6, 5 a 8. Lorsque le pH est inférieur a 5 ou
supérieur a 8, 5, la croissance des microorganismes est directement affectée.

Le pH des echantillons a été mesuré a l'aide d'un pH métre de laboratoire (Figure n°

5-5). L'¢lectrode en verre est rincée apres chaque manipulation avec l'eau distillée.

Figure n° 13: pH metre muni d’une sonde de mesure. (Cliché: AZIBI Farid; 2017)
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7-2- La température

La température joue un role important en ce qui concerne la solubilité des sels et des
gaz. Par ailleurs, elle détermine le taux et la vitesse des réactions de dégradation biochimique.
Plus la température est importante, plus les réactions sont rapides. La température des eaux
usées influe beaucoup sur l'efficacité du procédé de traitement. Par exemple, la décantation
est plus efficace a des températures élevées.

La température des échantillons d’eau usée a été mesurée ainsi a 1’aide d’un pH

metre muni d’une sonde de temperature (Figure n° 14).

Figure n° 14: pH metre muni d’une sonde de temperature. (Cliché: AZIBI Farid; 2017)
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8- Analyse Microbiologique

Le principe général des techniques des analyses bactériologiques des eaux consiste a
ensemencer une quantité connue d'eau a analyser sur un milieu de culture adapté, solide ou
liquide. On suppose que pendant I'incubation, chaque microorganisme présent se développe
pour donner soit une colonie visible sur un milieu solide, soit des changements d'apparence
dans un milieu liquide essentiellement un trouble de celui -ci.

Le choix d'une technique d'ensemencement dépend de la nature des microorganismes

recherchés, de celle de 1'eau et des raisons qui ont conduit a I'analyse

9- Matériels utilisés

- Agitateur type Vortex. - Erlenmeyer.

- Barreau magnétique. - Fiole jaugé.

- Bain marie. - Flacons stériles pour échantillons.
- Bec Bunsen. - Autoclave.

- Boites de pétri stériles. - Etuve.

- Entonnoir. - Pipettes pasteur.

- Eprouvette. - Pipettes pasteur.

- Portoir pour tubes a essai. - Tubes a essais.

- Micropipettes + embouts de 100 uL stériles, et 1000 uL.

Figure n° 15 : Bec Bunsen + bécher + agitateur.
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Figure n° 16: Une pesée.

Figure n° 18: Bain marie. Figure n° 19: Autoclave.

Figure n° 20: Préparation du milieu de culture et coulage des boites.
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10- Milieux de culture
- Tergitol
- Slantez

- chapman

Figure n° 21: Les milieux de culture déshydratés.

11-Méthode de dénombrement des bactéries
Protocole expérimental d'une dilution successive

Vu que I’échantillon d’eau usée est trop chargé en microorganismes, une dilution de

ce dernier doit étre effectuée. Elle sert aux objectifs suivants:
- Faire des lectures et des observations lisibles.
- La netteté des colonies et la possibilité de faire la quantification.
12- La dilution
Préparation des dilutions a partir de la solution mére (10'1, 107, 107, 104, 10° R 10'6).

Tube n 01:

Homogénéiser la suspension microbienne a prélever (agitation par mouvements

circulaires pendant 10 secondes environ ou a l'aide d'un vortex).

- Prélever ImL de suspension a l'aide de la pipette stérile (ne pas introduire la pipette dans

la suspension de plus de 1cm).
- Flamber et refermer le tube.

- Ouvrir le premier tube de 9 ml de diluant, flamber l'ouverture et y introduire le volume

prélevé (éviter tout contact entre la pipette contenant l'inoculum et le diluant stérile).
- Flamber et refermer le tube.

- Jeter la pipette souillée dans le bac a eau de javel.

35



Chapitre V Matériel et Méthodes

- La dilution suivante s'effectue comme la dilution décrite ci-dessus mais en partant du

tube de la dilution précédente.
Tube n 02:
- Pipeter 1 ml a partir du tube 1 et le verser sur le tube de I'eau physiologique.
Tube n 03:
- Pipeter 1 ml a partir du tube 2 et le verser sur le tube de l'eau physiologique
Tube n 04:
- Pipeter 1 ml a partir du tube 3 et le verser sur le tube de I'eau physiologique.
Tube n 05:
- Pipeter 1 ml a partir du tube 4 et le verser sur le tube de I'eau physiologique.
Tube n 06:

- Pipeter 1 ml a partir du tube 5 et le verser sur le tube de I'eau physiologique.

micropipette

1iml 1iml iAml 1 ml 1-ml
- - - - - - - - - v

Figure n° 22: Préparation de la dilution. (Cliché: AZIBI Farid; 2017)
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13- Recherche et dénombrement des germes :

Les germes recherchés sont les coliformes totaux, les coliformes fécaux, les
streptocoques et les staphylococcus aureus. Ces germes sont peu ou pas pathogenes, ils sont
révélateurs de contamination fécale et entrainent par leur abondance une présomption de

contamination plus dangereuse.

Tableau n° 03: Les germes de bactéries recherchées.

Milieux de cultures Bactéries Température d’incubation
TERGITOL Coliformes totaux 36 £2 °C pendant 24 h
TERGITOL Coliformes fécaux 44 + 4 °C pendant 48 h

SLANTEZ Streptocoques 36 £2°C pendant 44 + 4 h.
CHAPMAN Staphylocoques aureus 36 £2 °C pendant 48 h

14- Dénombrement des bactéries

Apres prélévement aseptique des échantillons et la préparation des dilutions des eaux
usées de 10™ a 10, 0.1 ml de chaque dilution est ensemencé par étalement en surface sur le

milieu de culture adapté (Tableau n° 04).
14-1- Dénombrement des coliformes totaux et fécaux
Le milieu de culture utilisé pour le dénombrement des coliformes est le TERITOL
- Une incubation de 24h a 37 °C est effectuée pour le dénombrement des coliformes totaux.
- Une incubation de 48h a 44°C est effectuée pour le dénombrement des coliformes fécaux.

14-2- Dénombrement des streptocoques

Le milieu de culture utilisé est le SLANTEZ, Une incubation de 44h a 36 °C est

effectuée pour le dénombrement des streptocoques.

14-3- Dénombrement des staphylococcus aureus

Le milieu de culture utilisé est le milieu CHAPMAN, Une incubation de 48h a 36 °C
est effectuée pour le dénombrement des staphylococcus aureus.
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15- La préparation des milieux de culture
15-1- La Gélose au Tergitol

Elle est utilisée pour l'isolement et le dénombrement des coliformes totaux et des
coliformes fécaux (thermotolérants) dans les eaux, les denrées alimentaires et autres types de

prélévements par la technique de membranes filtrantes ou étalement sur boites de Pétri.
15-1-1- Conservation

- Boites: 2 - 8°C

- Flacons: 15 - 25°C

- Milieu déshydraté: 2 - 30°C

- La date d’expiration est indiquée sur I’emballage.

15-1-2- Préparation

a- Pour le milieu déshydraté
1. Dissoudre 56,2 grammes dans 1 litre d’eau pure.

2. Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1minute pour dissoudre complétement

la suspension.

3. Bien mélanger, laisser refroidir a 45-50°C et ajouter aseptiquement une solution stérile
contenant 25 mg de T.T.C. (triphényl-2,3,5-tétrazolium) et 5 ml d'une solution stérile de

Tergitol 7 a 0,2% par litre de base.

4. Répartir immédiatement en boites.

b- Pour le milieu en flacons
1. Liquéfier le milieu a 100°C au bain-marie.

2. Bien mélanger, laisser refroidir a 45-50°C. Ajouter aseptiquement une solution stérile
contenant 25 mg de T.T.C. (triphényl-2, 3, 5-tétrazolium) et 5 ml d'une solution stérile de
Tergitol 7 a 0,2% par litre de base. Bien homogénéiser. Ne pas réchauffer apres addition

du TTC.

3. Répartir immédiatement en boites.
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15-2- Gelose de Slanetz et Bartley

15-2-1- Principe

La Gélose de Slanetz et Bartley est utilisée pour l'isolement et le dénombrement des

entérocoques dans les eaux, les denrées alimentaires et autres types de prélévements par la

technique de membranes filtrantes ou étalement sur boites de Pétri.

15-2-2- Conservation

- Boites: 2 - 8°C
- Flacons: 15 - 25°C
- Milieu déshydraté: 2 - 30°C

- La date d’expiration est indiquée sur I’emballage.

15-2-3- Préparation

Pour le milieu déshydraté
Dissoudre 42 grammes dans 1 litre d’eau pure.

Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir 1 minute pour dissoudre

completement la suspension. Ne Pas Surchauffer - Ne Pas Autoclaver.

Bien mélanger, laisser refroidir a 45-50°C et répartir immédiatement en boites.

Pour le milieu en flacons
Liquéfier le milieu a 100°C au bain-marie.

Bien mélanger, laisser refroidir a 45-50°C. Ajouter aseptiquement une solution stérile
contenant 100 mg de T.T.C. (triphényl-2, 3, 5-tétrazolium) par litre de base. Bien

homogénéiser.

Répartir immédiatement en boites.

15-3- Milieu de chapman

15-3-1- Principes

- La forte concentration en chlorure de sodium inhibe la croissance de la plupart des

bactéries autres que les staphylocoques.
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- La fermentation du mannitol, mise en évidence par le virage au jaune de

I’indicateur pH (rouge de phénol), permet d’orienter le diagnostic.

- La mise en évidence des staphylocoques pathogénes devra étre confirmée par la
recherche de la coagulasse et éventuellement, de la désoxyribonucléase et de la

phosphatase.
15-3-2- Préparation

- Mettre en suspension 111,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
Déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir
durant le temps nécessaire a sa dissolution.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

15-3-3- Lecture

Les staphylocoques pathogenes forment des colonies luxuriantes, pigmentées,

entourées d’un eauréole jaune due a la fermentation du mannitol.

Les staphylocoques non-pathogeénes forment en général de petites colonies rouges
qui ne modifient pas la teinte du milieu. Quelques souches de Staphylococcus epidermidis

sont capables de fermenter le mannitol. Apres 24-48 heures d’incubation.
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15-3-4- Coulage des boites

Apres la préparation des milieux des
cultures, on les laisse refroidire a une
température embiante, en entrouvert dans la
pomme des main les boites de petri tout en

ayant une zone d’aseptie assurer bec bunsen.

Figure n° 23: Coulage des boites.

16- Ensemencement en surface

- Prélever un volume précis de 0,1 ml a I’aide de la pipette graduée de 1 ml

stérile, puis déposer ce volume au centre de la gélose solide;

- Etaler a I’aide d’une pipette rateau, d’un étaleur plastique, ou de bille de verre

le volume sur toute la gélose;

- Attention a ne pas trop étaler le volume sur la paroi de la boite, ce qui génera

pour la suite des analyses au dénombrement des UFC.
17-Incubation

La température d’incubation est variable suivant les micro-organismes a dénombrer

(exemple: coliformes totaux a 30 °C, coliformes thermotolérants a 44 °C).

Figure n° 24 : Incubation des boites de petri.
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18- Lecture

Le comptage des UFC ne doit pas étre réalisé au hasard. Il est conseillé¢ de délimiter
des ensembles au marqueur sur le fond de la boite de Petri toutes les 20 UFC comptées ou de
séparer par quartier en marquant une croix au dos de la boite. Il faut que le nombre d’UFC

soit significatif entre 30 et 300 (ou 150 en cas d’agent de différenciation des colonies).

Cet intervalle est défini pour éviter des erreurs de contaminations extérieures pour un
nombre d’UFC assez faible et on définit un seuil afin de faciliter le dénombrement des boites

et d’éviter les erreurs de comptage.

colonie des coliformes totawx

Figure n° 25 : Le denombrement de la colonie sur boite de petri. (Cliché: AZIBI Farid;
2017)
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19- Récapitulation

Ce procédé¢ est avant tout destiné pour connaitre la présence ou non de germes
pathogenes et leur dénombrement dans les eaux usées de la station d’épuration de la wilaya de
Tiaret. Pour procéder aux analyses, il faut tout d'abord procéder a la préparation des

¢échantillons et a différentes dilutions.

Apres avoir préparé le milieu de culture (gélose), on commence a couler les boites
de pétri avec le plus grand soin de respecter les conditions. Pour ne pas avoir une éventuelle

contamination par rapport au milieu extérieur.

Sachant qu’on a effectué¢ le dénombrement de 04 colonies différentes avec des
milieux de culture distincts a traveérs 15 échantillons en plus des témoins (les eaux usées

brutes).

On procede tous les jours aux mémes opérations pour les analyses microbiologiques
des 16 echantillions sachant qu’on a effectué¢ 02 répétitions pour chaque dilution, c’est a dire
qu’on a 12 boites de pétri pour chaque bactérie dénombrée, plus exactement 48 boites de

pétri pour chaque échantillon, c'est-a-dire 768 boites de pétri pour I’ensemble de I’expérience.

Figure n° 26: Les boites utilisées durant I’expérimentation. (Cliché: AZIBI Farid; 2017)
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20- Calcul standard apres simple comptage
Calcul de la quantité de substances sur le dispositif :
20-1- Expression des resultats
Cas général: entre 15 a 300 colonies visibles a la surface du milieu de culture.

Le cas général s’applique lorsqu’au moins une boite de Pétri présente au minimum 15

colonies visibles a la surface du milieu de culture aprés incubation.

Sélectionner les boites de Pétri exploitables pour le calcul. Ces boites correspondent
a celles provenant de deux dilutions successives et dont au moins une boite ~ présente  au
minimum 15 colonies visibles a la surface du milieu de culture aprés incubation (soit au
maximum 4 boites). Les boites présentant plus de 300 colonies visibles a la surface du milieu

de culture aprés incubation ne sont pas exploitables.

Calculer le nombre « C » d’UFC (Unités Formant Colonies) sur les boites

exploitables correspondantes a I’aide de la formule suivante :

i=6
Avec: Z C;
i=1

Somme des colonies comptées sur I’ensemble des boites de Pétri sélectionnées et
exploitables (boites provenant de deux dilutions successiveset dont au moins une contient 15
colonies.

Seules les boites correspondant a un nombre d’UFC inférieur ou égal a 300 sont
considérées dans le calcul).

Calculer la concentration « N p » (UFC/mL) en microorganismes cultivables dans la

prise d’essai de I’échantillon a I’aide de la formule suivante:

>c

‘I.;'[:Ii-_ + 0.1, }d

C: nombre d’UFC (unités formant colonies) observées sur I’ensemble des boites
sélectionnées et exploitables (boites provenant de deux dilutions successives dont au moins
une contient 15 colonies ; seules les boites correspondant & un nombre d’UFC inférieur ou
¢gal a 300 sont considérées dans le calcul).
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e v :volume de la suspension étalée a la surface des milieux en mL (par exemple 0,1 mL).
e nl : Nombre de boites retenues a la premicre dilution (la plus faible).

e n2: Nombre de boites retenues a la seconde dilution (la plus forte).

e d: Taux de dilution correspondant a la dilution la plus faible retenue (d = 1

Pour I’échantillon non dilué).

e d=0,01 pour la dilution au 1/100 ieme etc).

Les résultats sont arrondis a deux chiffres significatifs apres la virgule et sont

exprimés en UFC par mL dans la suspension cellulaire d’origine.
21. Analyse statistique

Les données des différents essais expérimentaux ont fait 1’objet d’une analyse

statistique par STATISTICA Version 8.0.
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Résultats

1. Le nombre de bactéries en présence de microalgues

L’analyse des résultats obtenus (Tableau n° 04) dévoile qu’il existe une influence
significative des microalgues sur la fluctuation du nombre de bactéries a travers le facteur
temps (semaine) (P< 0,05), Le type de la souche bactérienne ne présente aucun effet sur
I’¢laboration de ce parametre (P>0,05), induisant ainsi des comportements similaires des
différentes bactéries vis-a-vis de la présence des microalgues dans le milieu. L’interaction de
ces deux facteurs d’étude na provoquée aucune variation notable sur le nombre des bactéries
(p>0,05).

Tableau n° 04 : Effets du facteur temps et de la nature des souches bactériennes sur le
nombre des bactéries en présence de microalgues.

Variable F |
Souche bactérienne 0,980063 ns 0,425292
Temps (Semaine) 3,692911* 0,046515
Souche*Temps 0,753798 ns 0,559449

ns : non significatif, * : significatif au seuil de 5%.
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effectifs: F(3, 62)=,62730, p=,60010

60 000
=¥ souche Coliform
50 000 <@ souche B. therm
-$- souche Streptoc
T —4= souche Staphylo
40 000 7]
30 000 ——
3 —_
S Y ) B
o 20 000 \
(7]
g ™N
(O]
2 10 000 _ R
g >
4 0 .-~4ro%-l:.s'o~.-.- LT PUrw Wraw
-10 000
20 000 L] -
-30 000 L
1ere semaine 2eme semaine

Figure n° 27: Résultats moyens du nombre de bactéries dans la premicere et la
deuxi¢me semaine.

Le graphe représente une étude comparative du nombre de bactéries entre la
premicre et la deuxiéme semaine de différentes bactéries traitées (Coliformes totaux,

Coliformes fécaux, Streptocoques et les Staphylococcus auréus).

D’apres les résultats moyens obtenus dans cette étude, il est perceptible qu’a la cour
de la premiére semaine, le nombre de bactéries présentes dans les eaux usées brutes été plus
¢levé chez les coliformes totaux et les staphylococcus auréus par rapport au nombre des

coliformes fécaux et des streptocoques qui été plus faible.

Apreés une période d’étude de 16 jours, le suivi quotidien a travers les analyses
microbiologiques des eaux usées brutes en intégrant la souche des microalgues a révélé un
constat palpable régressif du nombre de bactéries pathogeénes au court de la deuxiéme semaine
jusqu’a Tatteinte d’un seuil nul chez les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les

streptocoques, Pour les bactéries staphylocoque 1’élimination été faite a 89%.
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2. Role de la température dans la réduction du nombre de bactéries en présence de
microalgues
L’analyse de la variance des résultats obtenus (Tableau n° 05), montre que la

fluctuation du nombre de bactéries pathogénes dans 1’eau usée en contact avec les micro-
algues s’opére d’une facon indépendante de la température (P>0,05) par consequent, la T°C

n’a aucun effet sur I’activité algale, a condition que cette derniere aille de 24 a 34° C.

Tableau n° 05: Effets de température sur le nombre de bactéries en présence de microalgues.

Variable F P

T°C 1,395370 0,186211

ns : non significatif

Les résultats moyens affichés sur le graphe indiquent que juste apres 1’intégration de
la souche des microalgues lors de la deuxiéme journée, le nombre de bactéries a diminué de
54000 UFC/ml jusqu'a presque 5000 UFC/ml. La température de 1’eau usée brute contenue
dans le bioréacteur fluctue entre une valeur maximale de 34.5 °C mesuréé durant le sixieéme
jour avec un nombre de bactéries d’environ 1000 UFC/ml et une valeur minimale de 22 °C
enregistrée durant le 10 éme jour avec un nombre de bactéries de 50 UFC/ml , cet intervalle
se limite a une température ambiante permetrant le bon fonctionnement des microalgues et
I’abbatement complet des bactéries pathogénes qui a atteint 0 bactéries durant les deux

derniers jours.

effectifs: F(13, 56)=1,1098, p=,37051
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Figure n° 28: Effet de la temperature sur le nombre de bactéries.
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3. Role du pH dans la réduction du nombre de bactéries en présence des
microalgues
D’apres I’analyse des résultats enregistrés dans le (Tableau n°06), Aucun effet

significatif n’émane de la variation du pH sur le nombre de bactéries contenues dans I’eau

usée. De ce fait, Le pH n’a aucune influence sur 1’activité des microalgues.

Tableau n° 06: Effets du pH sur le nombre de bactéries en présence de microalgues.

Variable F P

pH 1,395370 0,186211

ns : non significatif.

Les résultats moyens obtenues (Figue 29) indiquent que le pH de I’eau usée brute
contenue dans le bioréacteur varie entre une valeur mainimum de 8.29 avec un nombre de
bactéries d’environ 54000 UFC/ml dans le premier jour, et entre une valeur maximale de 10.8
enregistrée durant le 14 ¢éme jour avec un nombre de bactéries presque nul, ce taux de pH est
généralement conidéré comme etant un pH basique et qui favorise la disparition des bactéries
en présence des microalgues ce qui confirme le nombre de bactéries nul lors des deux dernier
jours.

Current effect: F(13, 56)=1,1098, p=,37051
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Figure n° 29: Effet du pH sur le nombre de bactéries.
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4. Statistique descriptive
Description statistique des bactéries pathogenes traitées
D’apres les résultats obtenus, les valeurs du nombre de bacteries des différents
échantillons sont trés proches. Elles se situent dans un intervalle qui va de 238095,2 UFC/ml
pour les coliformes totaux durant la premic¢re semaine & un minimum de 9000 UFC/ml pour

les streptocoques durant la premiére semaine.

La variation du nombre de bacteries est flagrante durant la deuxi¢éme semaine. Chez

certaines, le nombre de bacterie est nul comme chez le cas des streptocoques.

Le nombre maximal durant la deuxiéme semaine est de 13818,2 UFC/ml chez
staphylococcus aureus a un minimum de 2700,0 UFC/ml coliformes totaux, on peut observer
que le nombre minimum des bacteries (coliformes totaux, coliformes fécaux et streptocoque)

est nul durant la deuxiéme semaine.
- La moyenne

D’une maniére générale, dans les eaux usées traitées de la STEP de Tiaret, il existe
une abondance en CT et en CF, un abaissement et un abbatement des bacteries au cours de
la premier semaine mais ceci reste insuffisant car les valeurs dépassent toujours les normes de

I’OMS autorisées pour la réutilisation agricole (<1100g/100 ml).

Les abondances en coliformes dans les effluents traités dépendent de la qualité
microbiologique des eaux brutes d'une part, et de l'efficacit¢ de la filiere de traitement a
¢liminer les coliformes, d'autre part, la présence de coliformes, résulte de leur abondance dans
les maticres fécales des animaux a sang chaud et constituent des indicateurs fécaux de

premiere importance (DUPRAY et DERRIEN, 1995).

Pour les coliformes totaux, on peut observer une différence de moyenne entre les
deux semaines. La premiére semaine donne une valeure de 37386,72 UFC/ml et la deuxieme

semaine de 678,57 UFC/ml. On peut déduire qu’il ya un abattement du nombre de bactéries.

On remarque que les valeurs de la moyenne des coliformes fécaux des eaux traitées
de la station d’epuration de Tiaret sont variables selon les semaines, elles oscillent d’une
moyenne de 12399,08 UFC/ml durant la premier semaine jusqu’aux valeurs enregistrées de la

moyenne de la deuxiéme semaine.
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Concernant les analyses des streptocoques au niveau des eaux qui se trouvent au
niveau du bioreacteur de la STEP de Tiaret, elle ont permis de dénombrer sur 16 échantillons

hebdomadaires, une moyenne de 37386,72 UFC/mL

Ainsi, ces bactéries sont des témoins assez résistants de contamination fécale, y

compris dans les milieux salés (GAUJOUS, 1995).

Elles peuvent aussi se multiplier dans les milieux présentant des pH allant jusqu'a
9.6, par consequent, ells sont utilisées comme indicatrices d'organismes pathogenes qui

présentent une résistance similaire au pH élevé (OMS, 1979).

Par ailleurs, pour les staphylocoques aureus, la moyenne de bacteries est legérment
¢levée durant la deuxiéme semaine par rapport aux autres bacteries traitées durant cette

periode.
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Disucssion

Les interactions entre les algues et les bactéries sont connues depuis la fin du 19 ¢me
siécle. Ainsi, c'est l'action antibactérienne des algues et notamment I'élimination des souches
pathogénes, qui ont incitées a faire intervenir les microalgues dans des systemes d'épuration

comme les lagunages (RINGUELET, 1977).

De nombreux travaux montrent que les algues jouent des rdles clés dans le traitement
biologique des eaux usées par lagunage, elles operent comme pourvoyeurs d’oxygene par le
biais du processus photosynthétique. Ainsi, elles favorisent 1’oxydation de la matiére
organique en s’associant sous forme symbiotique aux bactéries (HUMENIK et HANNA,
1971).

Elles peuvent méme contribuer directement a I’élimination de certains dérivés
organiques (ABELIOVICH et WEISMAN, 1978; PEARSON et al., 1987), elles assurent
I’élimination, en partie, des sels nutritifs excédentaires dans les eaux résiduaires (KALISZ,
1973b; POULIOT et DELANOUE, 1985; ERGASHEV et TAJIEV, 1986) et agissent comme
bioabsorbants, contribuant a 1’élimination des métaux lourds et autres produits toxiques

véhiculés par ces eaux (BEKER, 1983).

Les résultats émanant de notre expérimentation indiquent que I’intégration de la
culture des microalgues dans le bioréacteur durant la période d’étude aboutie a une forte
réduction du nombre de bactéries indicatrices de la pollution fécale qui est arrivée a une
¢limination totale des coliformes fécaux, coliformes totaux et des streptocoques, et qui a
atteint des valeur trés faibles pour les staphylococcus aureus. Ces résultats sont similaires aux
travaux de PARHAD et RAO (1974) et PEARSON et a/ (1987) qui affirment que les
microalgues par leur activité biologique influencent négativement les conditions de vie de
certaines bactéries pathogenes, conduisant ainsi a leur réduction en nombre et méme leur

disparition.

Nos résultats ont été ainsi similaires a ceux de BAHLAOUI et al, (2000) qui ont
constaté une périodicité annuelle de I’efficacité de I’élimination des coliformes fécaux dans
un chenal algal a haut rendement, avec un abattement maximal en été. L’élimination de ces
bactéries est due a la combinaison de plusieurs conditions qui leur sont défavorables et qui

sont plus accentuées en été:

- La température du milieu a une action directe sur la survie des micro-organismes

(MARA, 1980), la vitesse d’¢limination des bactéries augmenterait, selon PEARSON et al.,
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(1987) et OLUKANNI & DUCOSTE (2011), avec la température par augmentation de leur

activité métabolique.

- Le rayonnement UV peut avoir une action directe sur 1’élimination des germes
indicateurs par leur action photochimique, induisant des dommages dans le matériel génétique
des cellules, et empéchant ainsi leur reproduction. (PEARSON et al., 1987; KAPUSCINSKI
& MICHELL, 1981; BENNEFONT et al., 1990; ANONYME, 1996; ELHACHEMI, 2005 et
OLUKANNI & DUCOSTE, 2011).

- Le facteur oxygene dissous pourrait revétir également une importance quant a I’effet
sur la viabilité des bactéries dans 1’eau (PEARSON et al., 1987; OLUKANNI & DUCOSTE,
2011). La teneur en oxygene dissous dans une station de lagunage dépasse souvent la
saturation et atteint ses valeurs maximales en été.

- De plus, 'importante prolifération algale en cette période de I'année (été) y
contribue, et ce, par deux processus différents, a savoir : ’augmentation du pH par
consommation du CO2 dissous dans I’eau (PEARSON et al, 1987 ;OLUKANNI &
DUCOSTE, 2011) et la sécrétion de certaines substances bactéricides (AUBERT et AUBER,
1986). En effet, PEARSON et al., (1987) rapportent que des valeurs de pH voisines de 9
favorisent la disparition des coliformes fécaux.

Selon BOUARAB (2000) et ELHACHEMI et al (2012), lors du passage de 1’eau usée
dans le bioréacteur, il y a un développement de bactéries dégradantes de la matiére organique
et de microalgues. Ces derniéres, par le biais de la photosynthése, consomment le CO; dissous

dans I’eau aboutissant a une alcalinisation, selon I’équation (1) :

- -
Eq (1):HCO3 H,C0,  H,0+ Co,

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent une augmentation dans le pH de 1’eau
usée a travers le temps, donc plus le développement phytoplanctonique est important, plus les

valeurs du pH ont tendance a augmenter.

Ainsi, en période estivale, connue par une forte prolifération phytoplanctonique, le pH

atteint des valeurs maximales de 10.85 au bout de 15 jours.

Plusieurs auteurs telsque: DAVOUST (1985), CHIFAA (1987), BOUARAB (2000) et
FQIH BERRADA et al (2000), relient les variations de pH dans les bassins de stabilisation

des eaux usées aux activités biologiques et biochimiques, notamment la photosynthése.
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D’aprés PEARSON et al. (1987) et JAMES (1987), I’augmentation du pH par
consommation du CO2 dissous dans 1’eau rapporte que des valeurs de pH voisines de 9

favorisent la disparition des coliformes fécaux), et la sécrétion de certaines substances

bactéricides (AUBERT et AUBER, 1986).

Les résultats obtenus dans ce travail réveélent que les températures de I’effluent traité
se situent dans un intervalle qui va du minimum de 22°C au maximum de 34.5°C. Ces valeurs
sont en fonction de I’heure de prélevement et des conditions météorologiques. Par
conséquent, la fluctuation de la température pendant la période d’étude est influencée par la
température atmosphérique. Ces valeurs voisines de températures ambiantes favorisent
I’¢limination des bactéries pathogeénes, ces résultats rejoignent les travaux de
(KARATHANASIS et al., 2003; DECAMP ef al., 1999) qui démentrent qu’une température

¢levée augmente 1’¢limination des microorganismes.

Cet effet peut s’expliquer de facon indirecte, par 1’accroissement des populations de
prédateurs. Au contraire, a faible température (inférieures a 3°C), Karathanasis (2003)
observe une faible réduction des Coliformes fécaux. Il attribue cela a la faible activité
métabolique des prédateurs microbiens. Notons cependant que de faibles températures
influent également directement sur la population de coliformes fécaux en diminuant leur

survie (KARATHANASIS et al., 2003).
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Conclusion

Le présent travail de recherche aborde la problématique de traitement des eaux usées
par une souche de microalgues dont les besoins en eau sont de plus en plus importants, face a
une dégradation de cette ressource liée a la pollution de I’environnement et pour sa

réutilisation en irrigation.

Nous nous sommes attachés dans la premicre partie de ce manuscrit a apporter les
connaissances nécessaires sur le traitement biologique des effluents en décrivant les différents
types de polluants existants. Le principe des procédés de traitement et leur caractéristiques de
fonctionnement, le métabolisme bactérien, les risques sanitaires liés aux bactéries pathogenes
qui se trouvent au niveau des eaux uses, une introduction et une généralité sur les
microalgues, une description et une classification de ces derni¢res en plus de leur différentes
vertus et leur impact positive sur I’environnent, quant aux bactéries, les eaux traitées issues de
la STEP sont trés chargées en coliformes totaux, coliformes thermo tolérants, streptocoques

fécaux et staphylocooccus aureus.

Cependant, il est nécessaire, dans ce cas, pour évaluer d’avantage sa qualité d'étudier
d'autres parameétres n'ayant pas fait l'objet de notre étude, a savoir: la salinité, le rapport
d'absorption du sodium (RAS), les éléments traces (cadmium, aluminium, etc.) et les ions

toxiques.

Certaines problématiques environnementales liées a notre utilisation actuelle des
ressources naturelles, exigent que nous trouvions des sources alternatives (et plus
¢cologiques) d'approvisionnement. Les microalgues se présentent donc candidates tout-a-fait
légitimes.

Il est judicieux des signaler que la technique d’épuration des eaux usées par le biais

de la souche des microalgues est un procédé trés économique a faible cout.

Les résultats obtenus manifestent des rendements épuratoires satisfaisants pour
I’¢élimination des bactéries pathogenes et en accord avec les normes de rejets des effluents de

L’O.M.S.

Au cour de I’analyse microbiologique des eaux usées, les résultats obtenus révelent
la trés grande efficacité de cette technique, quant a la diminution du nombre des

microorganismes de 97%, elle varie d'un groupe a un autre mais d'une maniere générale, un
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tel traitement peut participer a 1'¢limination d'une quantité importante, parfois quasi totale des

germes pathogenes.

La qualité¢ de I'effluent filtré correspond aux normes de 1'0.M.S pendant toute la

durée de cet essai, ce qui permettra sa réutilisation en irrigation sans aucune restriction.

Ce traitement est donc trés éfficace et contribue a la réduction des traitements
chimiques en favorisant I’épuration a I’aide de larsenal biologique, surtout pour 1’¢limination

des germes pathogenes et micro-organismes résistants a ce type de désinfectant.

Il serait donc trés important de mener une étude s'étalant sur un plan plus large en
se basant sur I’identification de differentes souches de microalgues et concevoir une

certaine efficacité de pouvoir éliminer des bacteries pathogénes specifiques.
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Résumé

L’eau est une denrée de plus en plus rare en Algérie et de moins en moins
renouvelable. Elle subit diverses pollutions et dégradations. Ce travail a pour but d'étudier la
possibilité d’utiliser des micro-algues placées dans un bioréacteur des eaux usées brutes d’une
station d’épuration pour tester ces derni¢res et mettre en valeur leur pouvoir épurateur.
L'objectif est de quantifier quelques bactéries pathogenes a savoir: (Coliformes totaux,
Coliformes fécaux, Staphylococcus aureus et les streptocoques) a fin de valoriser cette
diversité biologique des algues dans le domaine d’épuration des eaux usées, qui peuvent étre
utilisées dans I’agriculture. Les résultats obtenus a travers les analyses microbiologiques
montrent une ¢élimination compléte des différentes bactéries par ces microalgues. En
conclusion, les microalgues peuvent étre exploitées dans 1’épuration des eaux usées pour
protéger I’environnement d’une manicre générale et les ressources hydriques d’une maniére
spécifique.

Mots clé : Eaux usées, épuration, microalgues, bactéries, micro-organismes.
Abstract

Water is a commodity that is increasingly rare in Algeria and less and less renewable.
It is subject to various pollution and degradation. The purpose of this work is to study the
possibility of using micro algae placed in a raw water bioreactor of a sewage treatment plant
to test the latter and to highlight their purifying power. The objective is to quantify some
pathogenic bacteria, namely: (total coliforms, faecal coliforms, Staphylococcus aureus and
streptococci) in order to exploit this algal biological diversity in the field of waste water
treatment, which can be used in Agriculture. The result obtained through the microbiological
analyzes show a complete elimination of the various bacteria by these microalgae.

In conclusion, microalgae can be exploited in wastewater treatment to protect the
environment in general and water resources in a specific way.

Key words: wastewater, purification, microalgae, bacteria, microorganisms.
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