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L’eau est 1’¢lément le plus demandé et le plus essentiel dans la vie. Sans eau, il n’y aurait
pas de vie sur terre. L'eau est tres irréguliérement répartie a la surface de la planete : 97 %
du volume total s’accumule dans les océans, 2 % sur les continents, 0,6 % en phase solide
dans les inlandsis polaires et les glaciers, enfin une part trés modeste en phase gazeuse

dans I’atmosphere [24].

Elle est utilisée par I'hnomme depuis le début de leur existence pour différents
usages et en ont ainsi modifié la qualité. Aujourd’hui la nature n’est plus en mesure de
dépolluer les milieux naturels, les habitudes que nous avons prises de considérer les cours
d’eau, les lacs, les rivieres, les fleuves comme des décharges susceptibles d’accueillir
I’ensemble de nos déchets ont engendré des pollutions irrémédiables. Les déchets créés par
I’homme sont trop nombreux et plus polluants qu’autrefois, particulierement a cause de

I’urbanisation et aux pratiques agricoles.

Le lac oubeira est une eau douce qui contient plusieurs espaces rares tels que la
chataigne d’eau Trapa natans. Etant par nature, la cuve d’eaux de pluie qui Lessivent leur
Bassin versant, est utilisé par les riverains de cette zone humide soit pour I’irrigation des

terres agricoles avoisinantes, soit par son utilisation pour le paturage de leurs bétails [1].

L’objectif de notre travaille est déterminer la qualité physico-chimique et
microbiologique des eaux du lac Oubeira qui consiste a identifier tout les ¢léments toxique

ainsi que les germes pathogenes.

Notre travail a été reparti en plusieurs chapitres selon le plan suivant:
Chapitre I: généralités sur lac oubeira
Chapitre II: les parametres physicochimiques des eaux
Chapitre III: la contamination des eaux
Chapitre IV: Matériel et méthodes

Chapitre V: Résultats et discussion et enfin on terminera par une conclusion.
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I.1 Les Zones humides

1.1.1 Définition de zone humide

Les zones humides sont des étendues de marais, de marécages, de tourbiéres,

d’eaux naturelles ou artificielles, permanentes ou temporaires ou 1’eau est stagnante ou

courante, douce, saumatre ou salée y compris des étendues d’eau marines dont la

profondeur a marée basse n’excéde pas six metres [27].

1.1.2 Les zones humides en Algérie

La position géographique et stratégique de 1’Algérie, on y compte plus 254 zones

humides (Medouni, 1996). Sa configuration physique et la diversit¢é de son climat lui

conférent d’importantes zones humides [27].

Tableau 01 : présente les parties des zones humides en Algérie.
Les parties des zones | La  frange Nord- | La partie Nord-Est Le Sahara
humides en Algérie | Ouest
Les caractéristiques | Les hautes plaines | Renferme de | Renferme les oasis,
steppiques se | nombreux lacs d’eau | dans le  réseau

caractérisent par des

plans d’eau:

e salé : Chotts

e non salée

Dayas [27].

douce, des marais,
des ripisylves et des
plaines d’inondation

[27].

hydrographique des
massifs, montagneux
du Tassili et du

Hoggar on assiste a

des sites
exceptionnels
alimentés par des

sources d’eau
permanentes
appelées Gueltas

[27].
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e L’importance des zones humides en Algérie

Les zones humides internationales présentent une importance exceptionnelle, car
sont meilleurs exemples d’écosystémes des zones humides du point de vue de leurs
fonctions écologiques et hydrologiques leur biodiversité¢ et de leur importance socio-

économique. [26].

1.1.3 Les différentes fonctions des zones humides

Le tableau suivant résume les deux fonctions principales des zones humides.

Tableau 02 : présente les fonctions principales des zones humides.

Fonctions

Fonctions biologiques Fonctions de régulation hydrologique

Les zones humides sont des habitats et | Sont des réservoirs d’expansion des crues,
niche écologique pour les espéces animales | régulation des débits, actions antiérosives
et zone de réserve de protection et d’étude | pour les zones humides littorales et fonction

écologique. d’échange avec les nappes aquiferes [27].

1.2 Lac Oubeira

I.2.1 Description du site d’étude : Lac Oubeira
e Le cadre géographique du lac Qubeira

Lac Oubeira est un plan d’eau douce d’une superficie de 2200 ha qui fait partie du
complexe de zones humides le plus important du Maghreb que le parc national d’El kala. 1l
est situé¢ prés des lacs Mellah et Tonga, et entouré par une ceinture de végétation trés

diversifiée.

Lac Oubeira se situe a I’extréme Nord-Est de I’ Algérie (36°50 N et 38°23 E), a une
altitude de 25 m. C’est un systéme endoréique dont I’alimentation en eau est assurée
particuliérement par le ruissellement des eaux sur les estuaires argilo-gréseux composant le
bassin vessant. De ce fait, le régime hydrologique du Lac Oubeira est fortement influencé

par les variations climatiques [21].
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Fig. 01 : Situation géographique du Lac Oubeira dans le parc national d’El-Kala [21].

1.2.2 Les caractéristiques du Lac Oubeira

Ses caractéristiques sont présentées dans le tableau 03

Tableau 03 : présente les caractéristiques physiques du Lac Oubeira [18].

Géologie et hydrologie

-La profondeur maximale est de 4m.
-Le substrat est entierement composé
d’argile, alimenté essentiellement par
I’Oued Messida et d’une dizaine de petits
affluents des collines avoisinantes, constitue
un dépotoir de sédiment provenant du bassin
versant [18].

Climat

-Vents dominants Nord-Ouest (permanents)
-Pluviométrie annuelle entre 800 mm et

1000 mm [18].

Température

-Température de 1’eau varie de 8.8 a 15.2°

au mois de Janvier. [18].

Qualité des eaux

Eaux turbides surtout en hiver, un pH

variant entre (8 et 10.653) [18].
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1.2.3 Diversités biologiques du lac Oubeira
¢ Flore remarquable

Une ceinture d’Hélophytes indispensable a la nidification des oiseaux d’eau. Parmi
les especes rares et tres rares, (la chataigne d’eau Trapanatans, le Polygomum senegalense,

le Scripe incliné Scripusinclinatus) [18].

e Faune remarquable

Lac Oubeira constitue 1’habitat de plusieurs espéces animales telles que :
» Les oiseaux d'eau.
» Les sédentaires : Blongios nain, Poule sultane.
» Les hivernais : Erismature a téte blanche, Grande aigrette spatule blanche.

» Les mammiféres représentés par la loutre [18].
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L’appréciation de la qualité des eaux de surface se base sur la mesure de
parametres physico-chimiques ainsi que sur la présence ou ’absence d’organismes et de

micro-organismes aquatiques, indicateur d’une plus ou moins bonne qualité de I’eau [31].

I1.1 Les parametres physiques

11.1.1 Conductivité

La conductivit¢ mesure la capacité de 1’eau a conduire le courant entre deux

¢lectrodes et permet d’apprécier la quantité de sels dissous dans 1’eau [15].

I1.1.2 Turbidité

Mesure du caractere trouble de 1’eau. Elle dépend des matiéres en
suspension, du plancton et d’autres organismes microscopiques. Une turbidité trop
¢levée peut nuire a la pénétration de la lumicre et a la croissance des algues et

plantes aquatiques [16].

I1.1.3 Matiéres en suspension (MES)

Des particules fines dans une eau sont soit d’origine naturelle en liaison avec les
précipitations, soit produites par les rejets urbains et industriels. Leur effet néfaste est
mécanique, par formation de sédiments et d’un écran empéchant la bonne pénétration de la
lumiére d’une part (réduction de la photosynthése), ainsi que par colmatage des branchies
des poissons d’autre part. Leur effet est par ailleurs chimique par constitution d’une réserve

de pollution potentielle dans les sédiments [17].

I1.1.4 La température

La température de 1’eau est un paramétre de confort pour les usages. Elle permet
¢galement de corriger les paramétres d’analyse dont les valeurs sont li¢es a la température
(conductivité notamment).de plus en mettant en évidence des contrastes de température de
I’eau sur un milieu, il est possible d’obtenir des indications sur 1’origine et I’écoulement de

I’eau [15].
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I1.2 Les paramétres chimiques

I1.2.1 Le potentiel hydrogéne

Le pH indique I’équilibre entre les acides et les bases d’un plan d’eau. Il

influence également la toxicité de plusieurs éléments en régissant un grand nombre

de réactions chimiques. Outre 1’état naturel du cours d’eau échantillonné (nature des sols

et sous-sol), le pH est généralement influencé par les rejets industriels et urbains.

Le pH doit étre impérativement mesuré sur le terrain a 1’aide d’un pH-meétre ou par

colorimétrie [18].

Tableau 04: la variation du pH [18].

pH<5 Acidité¢ forte=présence d’acides minéraux
ou
organique dans les eaux naturelles

pH=7 pH neutre

7<pH<8 Neutralité approchée la majorité des eaux de
surface

5.5<pH<8 Majorité des eaux souterraines

pH=8 Alcalinité forte vaporisation intense

11.2.2 Le chlorure

Des chlorures peuvent étre localement impliqués dans les pluies acides et

phénomeénes d’acidification d’eaux superficielles ou souterraines [18].

11.2.3 Le phosphore

Le phosphore est la forme sous laquelle le phosphore peut étre assimilé par les étres

vivants, en particulier les algues. Chimiquement, le phosphore est une combinaison

d’atomes de phosphore et d’oxygene [19].
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I1.2.4 Le magnésium

Un ¢élément chimique, métallique, structural léger dans I’industrie causé par son

poids faible et sa capacité a former des alliages mécaniquement résistants [19].
I1.2.5 L’oxygéne dissous

La concentration en oxygene dissous est un parameétre essentiel dans le
maintien de la vie et donc dans les phénoménes de dégradation de la maticre
organique et de la photosynthése. C’est un parameétre utilisé essentiellement pour les

eaux de surface [18].
I1.2.6 L’alcalinité d’une eau

Dans les eaux, 1’alcalinité est principalement due a la présence d’ions carbonate
COs, d’ions hydrolase OH et hydrogénocarbonate HCO; (anciennement appelés ions
bicarbonate). L’alcalinité d’une eau est mesurée par un dosage avec un acide fort. Par

convention, on exprime ce résultat par :

- Le titre alcalimétrique (TA) : mesure la teneur de 1’eau en alcalis libre et en carbonates

alcalis caustiques.

-Le titre alcalimétrique(TA) : ce titre est égal au volume d’acide(en ml) a 0,02 mol .L”

d’ion SH30" nécessaires pour doser 100 ml d’eau en présence de phénolphtaléine.

-Le titre alcalimétrique complet ou (TAC) : correspond a la teneur de I’eau en alcalis libre,

carbonates et hydrogénocarbonates, c’est la somme des ions OH et CO3 [19].
I1.2.7 La dureté ou hydrotimétrie (TH)

En reconnaissant la valeur du TH, on peut classer les eaux en eaux douces, eaux
moins dures et eaux dures. La dureté ou (titre hydrotimétrique) d’une eau correspond a la
somme des concentrations en cation métallique a I’exception de ceux des métaux alcalis et
de I’ion hydrogene. Dans la plupart des cas la dureté est surtout due aux ions calcium et
magnésium auxquels s’ajoutent quelquefois les ions de fer, aluminium, manganese,

strontium [20].




Chapitre 11 parametres physico-chimiques des eaux | 2015

I1.2.8 La demande chimique en oxygéne (DCQO)

La DCO représente la quantité d’oxygene nécessaire pour oxyder toute la matiere

organique contenue dans une eau. C’est I’un des parametres de la qualité d’une eau [27].
11.2.9 La demande biochimique en oxygéne (DBOs)

Généralement exprimée en milligrammes d’oxygene dissous par litre d’eau pendant
un nombre de jours précis a température donnée, la DBO d’une eau polluée par des rejets
d’égouts est ¢levée. Ce qui signifie qu’il ne reste presque plus d’oxygene dissous dans

I’eau [16].
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II1.1 La contamination de I'eau

La contamination de I'eau engendre la modification de la composition de 1'eau et de
ses propriétés suite a 'apport de diverses substances provenant principalement des activités
humaines. Plusieurs sources de contamination de l'eau existent, tel que ; les déchets, les

eaux usées, les activités humaines.

La pollution de l'eau est une dégradation physique, chimique, biologique ou
bactériologique de ses qualités naturelles, provoquée par I'Homme et ses activités. Elle
perturbe les conditions de vie de la flore et de la faune aquatiques; elle compromet les

utilisations de I'eau et 1'équilibre du milieu aquatique [29].

IT1.2 Les grandes catégories des polluants de I’eau

On regroupe généralement les polluants de 1'eau sous trois grandes catégories.

II1.2.1 Les polluants biologiques

Ce type de polluant regroupe des microorganismes (bactéries, virus, parasites) et
des matieres organiques produites par les étres vivants (excréments, sucres, graisses,

etc.)[29]. parmi les types de contamination on a :
e Contamination bactérienne

Certaines bactéries peuvent €tre pathogeénes. Les bactéries ont colonisé tous les
milieux et font peuvent d’une extraordinaire diversité. Certaines peuvent vivre dans des
conditions extrémes devenant capables de croitre a partir des éléments soufrés, qui

composent leur environnement de méthane ou d’hydrogene [43].

Parmi ces microorganismes on cite les coliformes totaux, les coliformes fécaux,

salmonella, stafilococcus auerus et bactéries anaérobies sulfito réducteurs.
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Tableau 05 : Description de quelques especes

Espéces

Description

Les coliformes totaux

Les coliformes totaux sont des bactéries utilisées comme
indicateur de la qualit¢ microbiologique de 1’eau. Leur

présence en exces dans 1’eau [33]

Les coliformes fécaux

Les coliformes fécaux (E. coli) et les entérocoques sont des
bactéries d’origine fécale qu’on retrouve dans le tube

digestif des humains et des animaux. [52]

Salmonella

Responsable de la fievre typhoide et paratyphoide, sot des
bacilles a Gram négatif, mobile dans toutes les directions
grace a des flagelles. Elles sont aéro-anaérobies facultatives

[40].

Staphycoccus aureus

Staphycoccus aureus est une coque a coloration de Gram
positive. Il mesure de 0.5 a 1um de diametre, ne sporule
pas immobile, aéro-anaérobie facultatif et possede une

catalase et une coagulase positive [38].

Bactéries anaérobies

Sulfito Réducteurs

Les anaérobies Sulfito Réducteurs sont des germes
telluriques (présents dans le milieu extérieur : sol, eau, air,
capable d’y résiste trés longtemps sous forme de spore),
présent également dans la flore intestinale de ’homme et

des animaux

Cette appellation regroupe essentiellement les clostridium
(dont clostridium perfringens ; 3éme cause d’intoxications
alimentaires, agissant par une entero toxine et clostridium

botulimum, responsable du boulisme) [39].
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e Contamination fongique

Les champignons sont présents avec les espeéces animales ou végétales. Des
interactions saprophytisme (Aspergillus) au parasitisme (moisissures noire du pain), et

symbiotiques (lichens, mycorhize) traduisent vraisemblablement leur coévolution avec

d’une part et les animaux d’autre part. [51]

Parmi les especes fongiques on a Aspergillus et penicillium

Tableau 06 : Identification d’Aspergillus et penicilium

Genre Aspergillus

Genre penicillium

Sont des champignons saprophytes, tres

répondus dans la nature et inhalés

quotidiennement par la plupart des

humains.

Agents responsable d’aspergilloses:
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus
versicolor, Aspergillus niger Et Aspergillus

terrus [41].

Ce genre réunit des champignons
filamenteux appartenant au phylum des

Ascomycetes.

Ce genre comprend environ 227 espéces

définies  essentiellement  d’aprés les
caractéres du thalle, des pénicilles et des

spores.

Les pénicilliums sont des champignons
pour la plupart trés communs dans
I’environnement, polyphages, pouvant étre

responsables de nombreuses dégradations.

Les especes du genre Penicillium se
développent normalement dans des milieux
ou l’activité de I’eau est plus élevée que
celle permettant la croissance des
Aspergillus, a des températures plus basses,
il s’agit de contaminants fréquents des

régions tempérées [42].
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II1.2.2 Les polluants chimiques
Les polluants chimiques sont des contaminants ; soit des composés créés par
I’homme (les pesticides), soit des composés naturels utilisés par ’homme (les métaux

lourds). Figure 02 représente les déférentes polluants chimiques [30].

LES POLLUANTS CHIMIQUES
itore Matieres Medicaments et :
L L i Plastifiants Pesticides : Metaux lour ds ““IPFS ﬁ“}mm?dm
liquides tensioactifs eutrophisantes cosmétiques | | industriels

l ‘. a

—_—

Ll
o=

Fig. 02 : Les déférents polluants chimiques [30].

I11.2.3 Les polluants physiques

e La chaleur

L’augmentation de la température diminue la teneur en oxygene dissous dans I’eau

ce qui peut poser des problémes de respiration pour certains organismes sensibles [30].
e Les radio-isotopes (pollution radioactive)

Le récent accident de la centrale nucléaire de Fukushima au Japon en est un
exemple, méme si on ne peut, a ’heure actuelle, en mesurer I’ensemble des conséquences

écologiques [30].

e Le bruit

Le bruit peut étre une nuisance importante, en particulier pour la faune.
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e La pollution lumineuse

Il peut s’agir notamment de I'impact de I’éclairage public sur les animaux

nocturnes (oiseaux migrateurs, invertébrés du sol, etc.)[30].

I11.3 Les différentes pollutions de 1'eau
De nombreux facteurs peuvent modifies les composantes physico-chimiques des
milieux aquatiques et notamment des pollutions de nature diverse. Selon la nature des

polluants on distingue deux grandes catégories :
I11.3.1 Pollution physique

Elle est essentiellement industrielle, secondairement domestique. On peut
distinguer trois types de polluant ayant un caractére physique : les polluants mécaniques,

les polluants thermiques et les polluants atomiques (polluants radioactifs) [23].
I11.3.2 Pollution chimique

Elle est essentiellement aux rejets industriels qui apportent de grandes quantités de
substances chimiques, perturbant ainsi I’équilibre de 1’écosystéme aquatique. Certains de
ces produits, ente autres les métaux lourds, sont non biodégradables et peuvent occasionner

des intoxications chez I’homme [23].

Les polluants chimiques peuvent avoir aussi pour origine : les eaux usées et les

eaux de ruissellement. Selon la nature des polluants, on distingue :

e Polluants organiques

Les hydrocarbures, les pesticides et les détergents sont les plus importants et les

plus dangereux des polluants organiques rencontrés dans les milieux aquatiques [23].
e Polluant inorganiques

Parmi les polluants inorganiques rejetés en grandes quantités par 1’industrie, on
trouve les résidus de traitement de minerais, traitement de surface, traitement
électrolytiques, etc. beaucoup d’entre eux sont riches en métaux lourds et sont donc

toxiques [23].
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I11.4 Impact sur ’environnement

II1.4.1 Matiéres en suspension

Augmentation de la turbidité préjudiciable a la photosynthese, a la respiration des
poissons et colmatant les milieux aquatiques. Les particules peuvent transporter différentes

formes de pollution (organiques, métalliques) [26].

I11.4.2 Pollution organique

Asphyxie du milieu par consommation de 1’oxygene dissous. Toxicité de la charge

organique faiblement biodégradable [26].

111.4.3 Azote/ Phosphore

Eutrophisation des milieux aquatiques par exces de matieres nutritives pour les
végétaux (algues) et conduisant a 1’asphyxie des milieux. Toxicité de ’ammoniaque et des
nitrites pour la faune aquatique. Les nitrates peuvent engendrer chez les nourrissons un
empoisonnement du sang par blocage de 1’hémoglobine interdisant le transport de

I’oxygene [26].

111.4.4 Métaux

La majorité des ¢léments métalliques est indispensable a la vie animale et végétale
(oligo-¢léments).La pollution métallique des milieux aquatiques pose un probléme
particulier car non biodégradable. De fagon générale, les troubles les plus fréquents sont
d’ordre respiratoire, digestif, nerveux ou cutané. Certains métaux sont également

considérés comme cancérigenes : Arsenic, Nickel, Chrome VI [26].

I11.4.5 Substances pour les milieux aquatiques

Les insecticides sont généralement les pesticides les plus toxiques. Ce sont des
polluants organiques persistants subissant trois types de phénomeénes (transformation,
rétention, transport) selon leurs propriétés physico-chimiques. Ils s’adsorbent sur les
matiéres en suspension et s’accumulent dans certains compartiments (sédiments, matiéres
organiques, chaine alimentaire) Selon leurs formes et propriétés chimiques, ces substances

présentent des effets toxiques, mutagenes et cancérogénes [25].
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L'objectif de notre étude est d'évaluer le risque de contamination des eaux du
lac Oubeira en analysant les parameétres physico-chimiques et bactériologiques.
Les prélevements ont été réalisés durant les deux mois : mars et avril et subdivisés en 4

sites.

e Présentation des sites

En déterminant les analyses physico-chimiques au niveau de la station d’épuration

Guelma, et microbiologique au niveau de laboratoire d’université¢ 8 mai 1945 Guelma.

Tableau07 : Présentation des points du prélévement.

Site Date du prélevement | Heure du Situation
prélévement géographique des
sites
Site A 10 :07h Au nord
Site B 10 :20h A Dest
02 mars 2015
Site C 10 :32h A I’ouest
Site D 10 :47h Au sud du lac
Oubeira
Site E 08 :45h A Dest
Site F 09 :00h A I’ouest
22 avril 2015
Site G 09 :17h Au sud
Site H 09 :32h Au nord du lac.
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Fig. 03 : Les sites de prélévement du lac Oubeira.

IV.1 Les prélévements

IV.1.1 Matériel du prélévement

Les prélevements destinés a 1’analyse bactériologique ont été réalisés dans des

flacons en verre de 250 ml stérilise en four pasteur pendant 30 minutes a 180°C.

IV.1.2 Echantillonnage
Les prélevements ont été subdivisé en 4 sites, Les échantillons ne doivent pas étre
contaminés, le flacon ne doit pas étre rempli enti¢rement. En effet, il convient de laisser un

petit vide d’air, permettant un mélange et un aspect homogene.
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Les échantillons doivent étre soigneusement étiquetés; I’étiquette doit comporter
tous les ¢léments nécessaires a la bonne exploitation des résultats de 1’analyse :

numéro d’ordre, date et heure , les conditions météorologique, lieu précis [45].

IV.1.3 Mesure in situ

Pour chaque prélévement, les mesures in situ ont été sur le site lui-méme (la

température, le pH, la conductivité, 1’0, dissous) a I’aide d’un multi-paramétre.

IV.1.4 Transport des échantillons

Afin d'éviter tout changement chimique de 1'eau et d'inhiber l'activité bactérienne,
Les échantillons sont transportés dans une glaciére isotherme (4°c), I’analyse durant

nue période ne dépasse pas 2 heure.
IV.1.5 Méthode d’analyse

L’objectif d’analyse microbiologique des eaux consiste a ensemencer une
concentration de 1’eau a analyser sur milieu de culture, solide ou liquide. Le

développement des cellules indique la présence des colonies.
IV.2 L’identification fongique

IV.2.1 Les milieux et coulage des boittes
Les milieux de culture utilises sont :Sabouraud ;Czapek simple ; Czapek
concentré et le milieu Tryptone-Glucose-Extait de levure-Agar (TGEA). Les milieux

sont couler dans des boites de pétries, et laisser refroidir.
IV.2.2 Stérilisation des milieux

La stérilisation a été faite a 1’autoclave par la vapeur d’eau sous pression, a haute

température (120°C) pendant 20 minutes. [14].
IV.2.3 Préparation des dilutions
e Lebut

La diminution de la charge microbienne pour avoir des colonies distinctes.
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e Le principe

A partir de I’échantillon mere nous réalisons une série de dilution décimale a

condition de ’addition de 1 ml pour chaque tube.
e Mode opératoire

A I’aide d’une pipette graduée, préparer une série de dilution pour la raison de

mettre 9 ml dans chaque tube [13].

IV.2.4 L’ensemencement et incubation

L’ensemencement s’effectue par strie et autre par touche. Apres I’ensemencement,
les boites de pétri sont incubées a I’étuve a des températures allante de 28°C a37°C tell
que :

-Les boites contenant les milieux Czapek simple, TGEA (Tryptone-Glucose-Extait de
levure-Agar).a 26°-28°C.

-Les boites contenant les milieux Czapek concentré et le milieu sabouraud a 30°C [13].

1/ Préparation de la dilution

1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml Bec Bunsen

7N
N/
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9ml d’eau distillé

| h \
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Schéma.01 : méthode de dilution
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2/coulage des boittes

Boittes de pétrie

S

sabouro
ud

|

3/ L’ensemencement

Anse de platine
2
N

R IR

v Milieu sabouroud

Milieu czapek concentré Milieu czapek simple
4/L’incubation
ﬁ ) L’incubation de toutes les boittes
S Ensemencées dans I’étuve a des

~

% Température différente de 26-28°C

Schéma 02 : Méthodes d’ensemencement et incubation
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IV.2.5 Lecture
La lecture se réalise a partir du troisiéme jour pour déterminer les caractéristiques
des colonies et suivre leur cycle, ce qui nous aide a identifier les espéces.
e Aspect macroscopique : permet de connaitre
o Caracteres culturaux.
o Couleur.
o Couleur du revers.
o Exsudat : présence ou absence.
o Odeur : présence ou absence
e Aspect microscopique des colonies
o Orange de fructification
o Aspect et taille des spores.

o Couleur et disposition des spores [1].

IV.3 Examen microscopique des souches

L’examen consiste a déterminer les caracteres morphologiques et les caractéres culturaux.

e Principe : le choix d’un fragment mycélien a partir d’un site de prélévement,
sur le thalle, intermédiaire du mycélium juvénile a la marge et le vieux
mycélium au ceci permet le visionnement idéal des appareils sporiféeres. Le
matériel biologique fongique est préparé pour I’observation microscopique

aux différents grossissements(X10, X40) [2].

IV.3.1 Examen a I’état frais

Cet examen Permet 1’observation des mycéliums
o La morphologie des champignons.
o Leur mode de regroupement et leur structure [2].
e La technique : Prélever a I’aide d’une anse de platine fragment d’un mycélium
qu’on dépose entre lame et lamelle. L’observation se faite a 1’aide d’un microscope

optique avec grossissement (X10 et X40).

1V.3.2 Examen aprés coloration
La coloration consiste deux étapes, les champignons consiste une coloration simple (Bleu

de méthyléne).
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» Préparation des frottis :Les frottis destinés a la coloration doivent étre étalés en
couches minces réguliéres, séchés et le plus souvent fixés.
» Réactif : Bleu de méthyléne.
» Technique :
= Recouvrir le frottis avec le bleu de méthyléne
= Laisser agir de 1 a 3 minutes.
= Rincer la lame.
= Sécher avec un papier filtre fin.

= Addition de I’huile de cedre (X100) [3].

IV.4 Analyse bactériologique

IV.4.1 Recherche et dénombrement des coliformes totaux et thermo tolérants

La recherche et dénombrement des coliformes ont été réalisées selon la technique

du Mac Grady nombre le plus probable (NPP).

» Technique :
- Préparer une série de tubes contenant le milieu bouillon lactosé¢ au pourpre de
bromocrésol (BCPL) qui est un milieu liquide avec une cloche de Durham.
- A partir des dilutions décimales (jusqu’a la 10™), porter aseptiquement 1 ml, dans
chacun des tubes de BCPL a partir de la méme dilution.
- Incuber a 37°C pendant 24 a 48h.
» Lecture:
Les tubes considérés comme positifs présentant a la fois :
- Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur la cloche).
- Un trouble accompagné d’un virage du milieu au jaune (fermentation du lactose).
> Dénombrement :
On note le nombre de tubes positifs dans chaque série, I’illustration avec la table de Mac

Grady pour déterminer le nombre de coliformes [4].
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Schéma 03 : Recherche et le dénombrement des coliformes totaux et thermo tolérants.
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virage du couleur du milieu +

indique la présence du gaz.

_/

Milieu eau peptonée exempte d’indole.

Y
+

Test confirmatif

Incubation : 44°C, pendant 24 -48 heures.

O O Présence d’un anneau
indique la présence des
coliformes fécaux.

— O
Rajouter 2 a 3gouttes d’un réactif Kovax.
N N

Schéma 04 : Test confirmatif pour la recherche et le dénombrement des coliformes

totaux et des coliformes fécaux.
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1V.4.2 Examen microscopique
A partir des colonies isolées sur les milieux de culture, on utilise la coloration de Gram [5].
e Coloration de Gram

Une coloration différentielle se base sur la :

-Préparation d’un frottis.

- Coloration par le violée de Gentiane : laisser agir la solution de cristal violet pendant 1mn
puis laver la lame avec I’eau.

- Mordangage : laisser agir le lugol pendant 1mn puis ringage avec 1’eau de robine

- Décoloration : recouvrir la lame avec 1’alcool pendant 30 secondes, lavé avec 1’eau.

- Recoloration : laisse agir la solution de fushine pendant 30 a 40 secondes laves avec I’eau

et enfin sécher.

IV.5 Recherche et dénombrement des entérobactéries

Le milieu de culture utilisé est gélose nutritive, I’ensemencement se fait par touche

ou par stries sur les boites de pétris.
IV.5.1 Détermination des caractéres biochimique des entérobactéries

e La galerie biochimique classique
Le tableau 04 présente les milieux, les techniques et les résultats pour la galerie classique.

Tableau 08 : la détermination des étapes d’une galerie classique.

Milieux Ensemencements Caracteres Résultats
recherchés
Citrate de Simmons | Par stries, au fil Ce milieu permet de | Virage de couleur ver
droit & partir d’une | mettre en évidence le bleu :(citrate+) [7].
suspension ’utilisation du citrate
bactérienne. comme source

Mettre a I’étuve a d’énergie [6].
37°C pendant 24h
[6].
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TSI (Triple Suger

Iron)

par stries avec une
simple piqure.
Mettre a I’étuve a

37°C pendant 24h

Utilisation du

glucose, saccharose,

et lactose.
-production d’ H2S
-production du

gaz.

Transformation de
couleur vers le jaune
(glucose, lactose,
saccharose).
Formation des zones

noire (H2S). [6]

Mannitol mobilité

par piqure central a
laide d’un fil droite.
Mettre a 1’étuve

37°C 4 24h. [8].

-Mannitol.

“Mobilité [8].

Virage de couleur vers
le rouge (mannitol+).
Formation d’une voile
autour de la piqure

(mobilité) [7].

Urée indole

incorporation 0,1 ml
Mettre a I’étuve
37°C a 24h [7]

L’uréase, enzyme
hydrolysant ['urée.
Formation

d’indole [7]

Virage de couleur vers
le rose uréase(+).
Apparition d’un
anneau rouge a la

surface (indole +).

Clark et clubs

incorporation et
incubation a 37°C
pendant 24h.

1. Test VP:
Ajouter quelque
goutte de (VPI et
VPII) de 2a3
gouttes.

Attendre quelque
min a 1 heure.

2. Test MR:
Ajouter 2 a 3 gouttes
de rouge de méthyle

[7].

Présence d’acétoine
dans le milieu
absence d’acétoine
dans le milieu.

Misse en évidence de
la voie des
fermentations acide
mixtes par le test
(rouge de méthyle)
RM [7].

1. Test VP
Virage de couleur vers
le rose (VP+)

2. Test RM
Virage de couleur vers

le rouge (RM +) [7].




Chapitre IV Matériel et méthodes | 2015

e Les tests complémentaires

A) Catalase
Cette enzyme permet la dissociation d’H,O; selon la réaction suivante :

H,0, H,O+ 2 O,

v

Techniques

- Sur une lame propre et séchée, déposer une goutte d’eau oxygénée.
-A I’aide d’une pipette pasteur, ajouter 1’inoculum bactérien.

- Surveiller I’apparition d’un dégagement d’oxygene sous forme de bulles de gaz.
Lecture

-Dégagement immédiat de bulles de gaz considérés comme positif [9].

B) Oxydase

La recherche de I’enzyme respiratoire.

Techniques

-Déposer un disque pré-imprégné par le réactif N diméthyle paraphényléne diamine
(disque oxydase) sur une lame propre.
- Imbiber le disque d’une goutte d’eau distillée stérile.

-Déposer au-dessus une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur.

Lecture

-L’apparition d’une teinte (rose-violette) indique 1’oxydase : positif [9].
C) Recherche de I’enzyme Endocellulaire Béta-galactosidase
Techniques :

-Réaliser une suspension bactérienne.
-Ajouter un disque imprégné d’Ortho-Nitrophényle-Galactosidase (ONPG) dans une
suspension bactérienne.

-Incuber 30 min a 37°C [7].
Lecture

Le virage de couleur ver le jaune indique 1’éclatement des cellules.
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D) TDA (Tryptophane décarboxylase)
Techniques

-Réaliser une suspension bactérienne dans milieu Urée indole.
-Incuber 37°C a 24h.
-Ajoute 2 a 3 gouttes du réactif de TDA (Tryptophane décarboxylase) [33].

Lecture

- L’apparition de la couleur marron foncé TDA(+) [33].

IV.5.2 La galerie api 20 E
Permet a déterminer les caractéres biochimiques.
Technique

-Faire une suspension bactérienne dans une ampoule de Suspension Medium ou dans un
tube d’eau distillée stérile.

-Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension bactérienne.
-Remplir uniquement les tubes autres tests.

-Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, URE, H2S en remplissant leur cupule
d’huile de paraffine.

-Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 24 heures [10].
Lecture

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des

virages colorés, sauf certains sont par I’addition de Réactifs :

e Test VP : VPI+ VPIL
e TDA et IND : Réactif de Kovac.
o Test NO2: NIT I+ NIT 11 [32].

La lecture de la galerie doit se faire en se référant :

e Soit avec le catalogue analytique : Les tests sont regroupés en groupe de 3, et

une valeur (1,2 ou 4) est indiquée pour chacun.

e Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests

positifs. On obtient le nombre de 7 chiffres qui sert du code d’identification.
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e Soit avec un logiciel d’indentification: Tableau de lecture de la galerie

miniaturisée api 20E. (Voir I’Annexe II) [9].

IV.6 Recherche et dénombrement des spores de bactéries anaérobies
sulfito réductrices (ASR)
Les bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont des bacilles Gram positif, se

développant entre 24 et 48 heures sur une gélose viande foie (VF). Elles Sont capables de

produire de I’hydrogéne sulfuré (H,S) a partir du sulfatite de sodium présent dans
le milieu, celui-ci qui se combine avec du citrate de fer ammoniacal ou I’alun de
fer pour donner du sulfure de fer noir. Ce test permet de mettre en évidence une pollution

fécale ancienne [25].

e Principe

Dans ce test, on utilise la méthode (par incorporation de gélose en tube
profond) dans le but de rechercher et dénombrer les spores des bactéries anaérobies

sulfito réductrices et des clostridiums sulfito-réducteur dans les eaux du lac oubiera. [51].

e Mode opératoire
La recherche des bactéries sulfito-réductrices se fait principalement en trois étapes :
- Destruction de la forme végétative.
- Préparation du milieu de culture.
- Ensemencement et incubation a 37°C pendant 24-48 heures. [49].
e Lecture
Dénombrer toutes colonies d’un halo noires et compter le nombre total des colonies

dans les tubes. [46].
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L’eau a
analysé
248ml

Chauffage a 80°C pendant 15 minutes, Refroidissement sous 1’eau de robinet.

Sml Sml Sml Sml S5ml

! v ' Voo

L e
s g S

\Aj outer 20 ml de gélose viande foi VF fondue puis refroidie a 55°C

—
Incubation 37°C pendant 24a48h

CY O ) O
N N N R
o9 |o .oo 00
20 (0| 0° P8 %
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Schéma 05 : Recherche et dénombrement des spores des Bactéries anaérobies sulfito

réductrices (ASR).
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IV.7 Recherche et indentification des staphylocoques

L’isolement sélectif des staphylocoques a été réalisé a partir du milieu sélectif

chapman qui contient un inhibiteur des sels minéraux (Na Cl) a concentration élevée
(75¢/L) [6].
IV.7.1 L’observation macroscopique
e Transformation du couleur vers le jaune et une ramification indique mobile (+).
e Des colonies pigmentées en jaunes et mannitol(+) [11].
IV.7.2 L’observation microscopique
Entre lame et lamelle en détermine la forme et la mobilité.
IV.7.3 L’indentification biochimique des staphylocoques

On utilise le systéme miniaturisé api staph.

IV.8 Analyse physico-chimique
IV.8.1 Les mesures in situ

Touts les parameétres physico-chimique (pH, Température, Oxygene dissous,

conductivité) on été réalisé a I’aide d’un multi parameétre de type (Multi 1970 1).

Fig.04 : le multi-paramétre
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IV.8.2 La turbidité

A ¢été mesurée a I’aide d’un turbidimetre (de préférence le méme jour).

IV.8.3 Les matieres en suspension (MES)

La détermination de la matiere en suspension dans I’eau s’effectue par filtration ou par

centrifugation.

La méthode utilisée est la filtration sur fibre de verre ou 1’eau est filtrée a ’aide des

filtres de Wattman et le poids des matiéres retenues par le filtre, est déterminé par pesée

différentielle.

» Mode opératoire

Laver le disque filtrant fibreux a 1’eau distillée, le sécher a 1’étuve (1h a 105°C
ou 15 min a la micro-onde a puissance moyenne) et le placer en attente dans un
dessiccateur.

Peser le disque (Mo).

Placer le disque dans DI’appareil de filtration et mettre en route le systéme
d’aspiration.

Verser progressivement le volume Ve d’eau a analyser sur le disque filtrant
jusqu’ a ce que I’appareil de filtration se vide.

Rincer le récipient qui a contenu 1’échantillon avec 10 ml d’eau distillée et filtrer
les eaux de lavage.

Mettre le disque filtrant a sécher (1h al05°C oul5 min a la micro-onde a

puissance moyenne). Laisser refroidir le filtre au dessiccateur ; peser le filtre.

> Expression des résultats

M;-M; x 1000
\4

M, = masse du disque filtrant avant utilisation.

M= masse du disque filtrant aprés utilisation.

V= volume d’eau utilisé.
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IV.8.4 Le Magnésium
» Mode opératoire

e Introduire 50 ml d’eau a analyser dans un erlenmeyer au col large, ajouter 2 ml

de NH40OH a pH 10 et une pincée de noir urochromes T.
e Titrer par "EDTA N/50 jusqu’au virage de couleur bleu (V2).

» Expression des résultats

Mg mg/t=(V2-V1) x F x 4,8

V2 : Volume titré de calcium et de magnésium.
V1 : Volume titré de calcium.

> Facteur

50 ml de solution mére de CaCl2.

2 ml de NAOH (2).

e Une pincée de murex ide.

Tirer par ’EDTA N/50 jusqu’au virage de couleur viole
F=12,5/V (EDTA)

IV.8.5 Les chlorure
» Principe

e En milieu neutre, les chlorures sont dosés par une solution titrée de nitrate
d’argent.
e En présence de chromate de potassium, la fin de la réaction est indiquée par

’apparition d’une teinte rouge caractéristique du chromate d’argent.
» Mode opératoire

e Introduire 25 ml d’eau a analyser dans un erlenmeyer a col large, ajouter 2 a 3
gouttes de solution de chromate de potassium a 10%.
e Verser au moyen d’une burette la solution de nitrate d’argent jusqu’a

I’apparition d’une teinte rougeatre qui doit persister 1 a 3 minutes.
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» Expression des résultats :
Soit V, le volume de millimétres de nitrate d’argent utilisés.
IV.8.6 Le calcium

» Principe

Le principe est identique a celui de la méthode complexa-métrique pour la dureté totale.
Comme le dosage se fait a un pH ¢levé, le magnésium est précipité sous forme

d’hydroxyde et n’intervient pas. L’indicateur choisi ne se combine qu’avec le calcium.
» Mode opératoire

e Introduire 50 ml d’eau a analyser dans un Erlenmeyer au col large.
e Ajouter 2 ml de solution d’hydroxyde et quelques graines d’indicateur coloré.

e Verser la solution d’EDTA jusqu’au virage du rose au violet.
» Expression des résultats

Soit V le volume de solution d’EDTA verser.

[Ca?l mg/1=V (EDTA) xF x 8
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V.1 Analyse bactériologique

V.1.1 Résultats de la recherche des entérobactéries

L’analyse bactériologique consiste a déterminer I’aspect macro et microscopique et

une galerie classique pour I’identification de plusieurs genre existant dans des différents

sites étudiés nos résultat sont représenté sous dessous.

Tableau 09 : Résultats macro et microscopique des prélévements 01 et 02.

Milieu Gélose nutitif (GN)

Préléevement 01

Prélevement 02

Site C

Site E

Recto Verso

Recto Verso
Fig.13: colonies marron
Des colonies marron

irrégulieres de forme(R)

Recto  Verso
Fig. 05: colonies Fig.09: colonies
Aspect . .
blanchatres. blanchatres

macroscopique . R .

Des colonies blanchatres | Des colonies plates,

bombées de grande taille. | réguli¢res de la forme

(S) blanchatres.

Aspect _r_: = _W'f:_ =
microscopique :h;f e ;‘Eﬂ

Fig. 07: Résultat de
galerie classique.
-Manitol mobilité:
virage du couleur vert le

jaune avec formation

Fig.10:Bacille a Gram

Fig. 11: Résultat de

galerie classique.
-Mannitol mobilité":
virage du couleur vert

le jaune avec formation

‘ 1| “ e i

Fig.15 : Résultat de
galerie classique.
-Manitol mobilité":
virage du couleur vert le

jaune avec formation
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Galerie classique

d’une ramification.
-Urée d’idole : addition
du réactif kovax
I’apparition d’un anneau
rouge ce qui explique
indole".

-Citrate": virage du
couleur vers le bleu vert.
-TSI: transformation de
couleur (lactose”
glucose” saccharose’) la
présence du gaz (gaz') et
I’absence du zone noire
(H,S).

- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du couleur

vers le rouge pour rouge

de méthyle.

Tests

complémentaires

Fig.08: Résultat du test
complémentaire
-Oxydase": apparition de

couleur rose.

-ONPG": apparition de
couleur jaune.
-Catalase™: absence de

bulles de gaze (O,).

d’une ramification.
-Urée d’indole: addition
du réactif kovax
I’absence d’un anneau
rouge (Indole”).

- Citrate : absence du
virage du couleur.

- TSI: la couleur ne
change pas
completement (lactose”
glucose+ saccharose’),
I’absence du gaz (gaz)
et ’absence de la zone
noire (H,S").

- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du
couleur vers le rouge

pour rouge de méthyle.

d’une ramification.
-Urée d’indole: addition
du réactif kovax
I’absence d’un anneau
rouge (Indole”).
-Citrate': virage du
couleur vers le bleu vert.
-TSI: 1a couleur ne
change pas
completement (lactose-
glucose” saccharose’),
I’absence du gaz (gaz’) et
I’absence de la zone
noire (H,S").
- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du couleur

vers le rouge pour rouge

Fig.12: Résultat du test

complémentaire
-Oxydase’: apparition
de couleur rose.
-ONPG: absence de

couleur jaune.

Fig.16: résultat du test

complémentaire
-Oxydase : absence de
couleur rose
-ONPG: apparition d
couleur jaune
-Catalase: apparition de

bulles de gaze (O,).
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-Catalase: présence de

bulles de gaze (O,).

Especes Escherichia coli Salmonella paratyphi | Enterobacter aerogenes

Tableau 10 : Résultats macro et microscopique des prélévements 01 et 02.

Milieu Gélose nutitif (GN)
Prélevement 01 site D Prélévement 02 site G
Aspect
macroscopique
Recto Verso Recto Veso
Fig.17: colonies jaunatres. Fig.20: colonies et jaunatres.
Des colonies bombées, lisses, Des colonies plates, réguliéres de la
régulicres de forme (S) et d’autre sont | ¢).100 () jaunatres.
plates avec couleur jaunatres.
Aspect
microscopique £ I A :
Fig.18: Bacille a Gram- Fig.21:Bacille a Gram-
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Fig. 19: Résultat du profil

Fig. 22: Résultat du profil

Galerie api 20E biochimique biochimique
-ONPG': jaune -ONPG': jaune
-ADH: jaune -ADH: jaune
-LDC’: jaune -LDC": rouge
-ODC": rouge -ODC’: jaune
-CIT": bleu -CIT": bleu
-H,S": incolore -H2S-: incolore
-URE": jaune -URE": rouge
-TDA’: jaune -TDA’: jaune
-IND": jaune -IND": rouge
-VP": incolore -VP": rouge
-GEL: incolore -GEL": incolore
-GLU": jaune -GLU": jaune
-MAN': jaune -MAN+: jaune
-INO": jaune -INO": jaune
-SOR™: jaune -SOR™: jaune
-RHA": jaune -RHA": jaune
-SAC’: jaune -SAC": jaune
-MEL": jaune -MEL": jaune
-AMY: jaune -AMY": jaune
-ARA™: jaune -ARA": jaune
-NO,": rouge -NO2": rouge
-MOB":mobile -MOB": Immobile

Espéces Octobacter faemeri Klebsyella oxytoca
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V.1.2 Résultats de la recherche des staphylocoques

Les résultats de la recherche des staphylocoques sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 11 : Résultats d’identification des souches de staphylocoques isolée des

prélevements 01 et 02.

Milieu Chapman

Prélevement 02
Site B

Aspect

macroscopique

Recto Verso
Fig. 23: colonies

jaunatres.

Des colonies plates
réguliéres de forme (S)
jaunatres avec une

transformation du

couleur vers le jaune.

Aspect

microscopique

Fig. 24: Cocci a Gram+

€n amas

Prélévement 02

Site F

Recto Verso
Fig. 26: colonies

jaunatres.

Présence des colonies
jaunatres bombées petite
et grande taille ; avec une
transformation du

couleur vers le jaune.

Recto  Verso
Fig. 30: colonies

blanchatres.

Des colonies plates,

régulieres blanchatres.

2 S
Fig. 27:Cocci a Gram+

€n amas

Galerie classique/

api Staph

Fig. 25: Résultat du

profil biochimique.

-O : incolore
-GLU": rouge

Fig. 28 : Résultat de

galerie classique.
-Manitol mobilité+:

virage du couleur vert le

€n amas

Fig. 32 : Résultat du

profil biochimique.

-O": incolore

-GLU":jaune
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-FRU": rouge jaune avec ramification | -FRU :rouge
-MNE": rouge -Urée d’idole: avec -MNE": rouge
-MAL': rouge addition du réactif kovax | -MAL": jaune
-LAC": rouge I’absence d’un anneau -LAC "rouge
-TRE": rouge rouge (indole” -TRE": rouge
-MAN': rouge -Citrate+: virage du -MAN': rouge
-XLT": jaune couleur vers le bleu vert. | -XLT": jaune
-MEL": rouge - TSI: transformation de | -MEL": jaune
-NIT" : rouge couleur (lactose glucose” | -NIT": incolore/use
-PAL : violet saccharose’) la présence | -PAL": jaune
-VP': incolore/rose du gaz (gaz") et I’absence | -VP": incolore/rose
RAF": rouge du zone noire (H,S-) -RAF’: rouge
--XYL": rouge - Clark et lubs: absence | -XYL": rouge
-SAC": rouge du couleur pour Vplet |-SAC :rouge
-MDG: jaune Vp2 et virage du couleur | -MDG': rouge
-NAG": rouge vers le rouge pour rouge | -NAG ":rouge

-ADH': orange/violet
-URE-: rouge/violet

de méthyle.

Tests

complémentaires

-ADH :Orange/rouge
-URE': jaune

Fig. 29: Résultat du test

complémentaire

-Oxydase: virage du
couleur rose

-ONPG: apparition d
couleur jaune
-Catalase: apparition de

bulles de gaze.

Espéces

Staphylococus lentus

Staphylococcus auerus

Staphylococus xylocus
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V.1.3 Résultats de la recherche des coliformes totaux

Les variations du nombre de coliformes totaux dans les différentes sites, situées sur

le lac Oubeira sont illustrées dans la figure si dessous.

1 Prnélevement i
Prélevement C1 (Mars ) J 02 (Auit)
20000 10000
20000 10000 - m
18000 - 9000 -

E 16000 | BN T 8000 - 7500

g i 3

] a .

g 14000 1 E 7000

S 12000 | B - A g 6000 - mE

] xX

§ 10000 - uB E 5000 - wE

=

o 8000 - C W 4000 - "G

£ 1 € 3000 -

£ 6000 =D § H

"_;' 4000 - 2500 £ 2000 -

1500 S 700
® 2000 - l 1100 ° 1000 - 400
0 —— I. « 0 -__am
A B C D lessites E F G H lessites

Fig.33 : variation de la présence des Fig.34 : variation de la présence des
coliformes totaux durant le mois de Mars coliformes totaux durant le mois d’Avril
en fonction des sites des eaux du lac en fonction des sites des eaux du lac
Oubeira (prélevement 01) Oubeira (prélevement 02)

La forte concentration des coliformes totaux a été enregiste au niveau du siteA
(20000gemes/ml) tandis que la valeur minimale est enregistré au niveau du site F
(400germes/ml),ce qui explique la présence des bactéries a 1’origine d’une contamination

récente par la matiére fécale des animaux.
V.1.3 La recherche des coliformes fécaux (Escherichia coli)

L’isolement des coliformes fécaux se fait dans le milieu exempt d’indole a 44°C
pondant a 24h a bin marin. Les variations du nombre des bactéries des coliformes fécaux

dans les différents sites situés sur lac Oubeira sont présentées dans les figures si dessous.
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Pnélevement 01 (Maxs ) Prélevement 02 (Uil
400 2000
400 - - 2000 -
z 350 - . . 1800 -
P g 1600 7 1400
2 300 - o —
£ E 1400 - —
B 250 - & —
x 2 EA | ¥ 1200 - — mE
=]
§ 200 - wg | & 1000 - = .
& 150 - ¢ |g 80017% = "G
£ i /B B
£ 100 - =D | § 1 M H
S S 400 4 =4 -
o
1o o 200 1 l 0 l
0 === 0 .
A B C D lessites E F G H lessites

Fig.35 : variation de la présence des
coliformes fécaux durant le mois de
Mars en fonction des sites des eaux du
lac Oubeira (prélévement 01)

Fig.36 : variation de la présence des
coliformes fécaux durant le mois d’Avril
en fonction des sites des eaux du lac
Oubeira (prélevement 02)

La valeur la plus ¢élevé pour les coliformes fécaux a été enregistré au niveau du

site G (2000germes/ml) ce qui explique 1’abondance de ses germes grice a la présence

d’une contamination fécale.

V.1.4 La recherche des spores de clostridiums sulfito-réducteurs

La gélose viande foie est utilisée pour le dénombrement des spores de
clostridium sulfito-réducteurs dans 1’eau du lac Oubeira a 37°C pondant 24 heures. Les

variations des colonies de germes sulfito-réducteurs dans les différents sites situés sur lac

Oubeira sont présentés dans les figures si dessous.




Chapitre V Résultats et discussions | 2015
Prnélevement O1( Mars ) Pruélevement 02( Uunil)
_ 40000
E 12000 11000 E 40000 -
g ? 35000 -
?o 10000 - 9000 =
5 l ?5°30000 1 .
I i @
S 8000 1 B S 25000 - 1
® B 6000 =A |3 20000 . mE
o 6000 | e mB | g 20000 | &5 mF
= | . | =
> g M N
C 3 15000 [ - mG

E 4000 - z . . 11000499
5 =D |5 10000 - | H
E | S .
% 2000 | mew B 1300 5
g B N & 5000 -

| | ! ©

0 ] ] T 1 0 ] 1 T 1
A B C D les sites E F G H les sites

Fig.37 : variation de la présence des
bactéries anaérobie sulfito-réductrices
durant le mois de Mars en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 01)

Fig.38 : variation de la présence des
bactéries anaérobie sulfito-réductrices
durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélévement 02)

La concentration la plus faible des bactéries anaérobie sulfito-réductrices a été
enregistrée au niveau du site C (1300germes /ml) durant le mois de mars, par contre la plus

¢levé au niveau du site F (40000 germes/ml) durant le mois d’avril ce qui exprime que ce

dernier contient une contamination fécale ancienne.
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V.2 Identification fongique

L’aspect macroscopique et microscopique des especes fongiques dans les milieux

de cultures sont présentées dans les tableaux suivants.

Tableau 12 : Aspect macroscopique des filaments fongiques a partir de plusieurs milieux.

Milieu de | Site A Site B Site C Site D Site E Site F Site G Site H
culture
Czapek Absence | Des Absence | Absence | Des Des Absence | Des
simple de filaments | de de petits petits de petits
[a25°C culture. | verdatres | culture. | culture. | mycéliu | mycéliu | culture. | mycéliu
pd01-05 et ms de ms de ms de
jour]. blanchatr couleurs | couleurs couleurs
es de marron | noirs. marron.
petites et noirs.
tailles.
Czapek Absence | Absence | Absence | Quelque | Des Quelque | Petit Des
concentré | de de de hyphe de | hyphes | petites hyphe de | petits
[a25°C culture. | culture. | culture. | couleur |de hyphes couleur | hyphes
pd01-05 blanc et | couleur | marron. | marron. | marron.
jour]. noir. blanc et
noir.
sabouraud | Colonies | Des Des Des Des Mycéliu | Mycéliu | Mycéliu
[a 25°C | grands colonies | colonies | colonies | mycéliu | ms ms de ms de
pd01-05 tailles grandes | grandes | blanchatr | ms bombées | couleurs | couleurs
jour]. avec des | tailles de | tailles es blanc, de blanc, blanc,
colonies | couleur |bombées | grandes | marrons | couleur | marron, | marron,
blanchatr | blanchatr | de tailles. et noirs. | vert et et noir. vert et
es de es. couleurs petites noir.
petites blanchatr mycéliu
tailles. es. ms noir
et blanc.
TGEA Absence | Des Des Absence | Des Des Absence | Absence
[a25°C de colonies | colonies | de filaments | filaments | de de
pd01-05 culture. | bombées | blanchatr | culture. | noirs de culture. | culture.
jour]. avec es petites petites couleur
couleur | tailles. tailles. noir et
blanchatr des
es. colonies
blanchatr
es.
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Tableau 13: Aspects macroscopiques et microscopiques des analyses fongiques.

Milieu de Aspect macroscopique
culture
Czapek
Simple
Recto Verso
Fig. 39: Aspect
macroscopique
Des petits filaments de
couleur marron.
Czapek
Concentré
Recto Verso
Fig 41 : Aspect
macroscopique des
mycéliums
Des petits filaments de
couleurs noir et blanc.
Sabouraud

Verso

Recto
Fig.43 : Résultat d’aspect
macroscopique des

mycéliums.

Une variation de couleur
dans le mycélium : blanc,

marron, vert et noir.

bleu.

Aspect Microscopique Especes
Aspergillus
glaucus

Fig. 40 : Aspect
microscopique
Des thalle présente des
micilium closonné.
Aspergillus
flavus
Fig. 42 : Aspect
microscopique
Des filaments de couleur
Aspergillus

Fig. 44: Résultat d’aspect

microscopique

Des filaments de couleur
bleu.

> J fumigatus
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Penicillium
notatum

Recto Verso ‘;‘ + "
Fig. 45 : Résultat d’aspect | Fig. 46: Résultat d’aspect
macroscopique des microscopique
mycéliums.

TGEA Aspergillus

niger

Verso

Recto

Fig.47 : Résultat d’aspect
macroscopique des
mycéliums.
Des petits mycéliums de

couleurs blanchatres.

Fig. 48:Résultat d’aspect

microscopique

Des filaments de couleur
bleu.
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V.3 Paramétres physico-chimiques

Notre travail a été réalisé au niveau de la station d’épuration de Guelma durant

deux mois (Avril et Mai) pour déterminer les parametres physicochimiques mentionnés

dans le tableau.

Tableau 14 : les différents donnés des paramétres physico-chimiques des prélévements

des sites du lac Oubeira.

Préléevement 01

Prélévement 02

Site A | Site B | Site C | Site D | Site E | Site F | Site G | Site H
Température 12 14.7 14.1 20.1 19.03 | 18.9 20 22
Conductivité us/cm | 668 355 358 350 375 435 377 365
Turbidité 333 312 322 345 298 355 318 328
Matiéres en 52 100 44 64 572 1160 |24 60
suspensions (MES)
(mg/l)
Potentiel hydrogéne | 11.33 | 12 9.61 7.11 13 6.51 10.24 | 9.12
(pH)
Oxygéne dissous 0.20 0.22 0.17 0.10 0.18 0.13 0.23 0.11
(mg/l)
Matiéres organiques | 6.5 7 6.8 7.3 6.7 7.5 7.1 7.7
(MO) (mg/l)
Calcium (mg/1) 28.50 |30.01 |31.88 |28.13 |27.62 |29.89 | 2525 |30.96
Magnésium (mg/1) 7.91 9.08 8.71 7.22 7.03 8.60 7.41 8.15
Chlorure (mg/l) 45.8 50.7 48.9 41.2 55.3 43.6 46.1 57.5
Demande chimique | 18.4 55.2 46 55.2 312.8 | 662.4 | 46 36.8

en oxygeéne (DCO)
(mg/l)
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V.3.1 Paramétres physiques

» Température
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Fig.49 : variation de la température Fig.50 : variation de la température
durant le mois de Mars en fonction des durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 01) (prélevement 02)

Les valeurs de la température variée d’un site a 1’autre ; ou la plus élevé a été
enregistré au niveau du site D(20.1°C) et la plus bas au niveau du site A (12°C) pour le
premier prélévement, par contrepour le prélevement 02 la plus élevé au niveau du site H
(22°C) et la plus bas a ¢été enregistré au niveau du site F (18.09°C), ou la moyenne entre les
sites est17.50°C ;d’aprés 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) on remarque que la

température est normale dans les deux prélevements.
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> La Conductivité
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Fig.51 : variation de la conductivité
durant le mois de Mars en fonction des

sites des eaux du lac Oubeira (prélévement
01)

Fig.52 : variation de la conductivité
durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 02)

Les valeurs la conductivité variée d’un site a ’autre ; ou la plus élevé a été
enregistré au niveau du site A (668us/cm) et la plus bas au niveau du site A (350us/cm)
pour le premier prélévement, par contre pour le prélévement 02 la plus €élevé au niveau du
site F (435us/cm) et la plus bas a été enregistré au niveau du site H (365uS/cm),avec une
moyenne entre les sites est (668us/cm) ;d’apreés 1’organisation mondiale de la santé (OMS)

on remarque que la concentration trés forte car sont en contact avec des roches trés

solubles chargées en sels minéraux.[4]
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» Turbidité
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Fig.53 : variation de la turbidité durant le Fig.54 : variation de la turbidité durant le
mois de Mars en fonction des sites des mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 01) eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les valeurs de la turbidité variée dans les huit sites avec une petite différence de
57mg/1 entre le minimale et la maximale turbidité ; dont la plus €levé a été enregistré au
niveau du site F(355NTU) et la plus bas au niveau du site E (298NTU) pour le prélévement
02, et pour le prélevement O1les valeurs sont tés proches entre 312NTU du site B et
345NTU du site D. d’apres ‘organisation mondiale de la santé¢ (OMS) ont constaté que les

eaux du lac Oubeira sont polluées et trouble.[34].
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» Matiéres en suspensions (MES)
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Fig.55 : variation de la matiére en
suspension (MES) durant le mois de
Mars en fonction des sites des eaux du
lac Oubeira (prélevement 01)

Fig.56 : variation de la matic¢re en
suspension (MES) durant le mois
d’Avril en fonction des sites des eaux du
lac Oubeira (prélevement 02)

La valeur maximale de la matiére en suspension (MES) est enregistrée au niveau
du site F (1160mg/l) c’est tres €élevée peut Etre causé par les pluies, et la plus faible au
niveau du site G (24mg/l)d’apres les résultats on remarque qu’il ya une variation dans les

valeurs de la matiere en suspensions avec une moyenne de (260mg/l)qui dépasse les nomes

de I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS).[34].
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V.3.2 Les paramétres chimiques

> Potentiel hydrogéne (pH)
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Fig.57 : variation du potentiel hydrogene
(pH) durant le mois de Mars en fonction
des sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 01)

Fig.58 : variation du potentiel hydrogene
(pH) durant le mois d’Avril en fonction
des sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 02)

On remarque qu’il ya une augmentation dans les valeurs du pH durant le mois de

Mars par contre il ya une dans les valeurs durant le mois d’Avril qui explique leur

influence surla photosynthese. [33].
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» Oxygéne dissous
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Fig.59 : variation d’oxygene dissous
durant le mois de Mars en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélévement 01)

Fig.60 : variation d’oxygene dissous
durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 02)

Le taux d’oxygene le plus élevé a été enregistré au niveau du site G (0.23mg/1) et
le plus bas au niveau du site D (0.1mg/l), avec une moyenne de 0.17 mg/l qui traduit la
présence de la matiere organique qui permette le développement des plantes aquatiques et

les algues dans les eaux du lac Oubeira. [35]
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» Matiéres organiques (MO)
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Fig.61 : variation de la mati¢re organique
(MO) durant le mois de Mars en fonction
des sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 01)

Fig. 62 : variation de la matiére
organique (MO) durant le mois d’Avril
en fonction des sites des eaux du lac
Oubeira (prélevement 02)

La mati¢re organique variée d’un site a autre ; la quantité¢ la plus élevé a été
enregistré au niveau du site D(7.3mg/l) et la plus bas au niveau du site A (6.5) pour le
prélevement 01, et pour le prélévement 02 la plus élevé au niveau du site H (7.7) et la plus
bas a été enregistré au niveau du site E(6.7), ce qui explique les activités humaines et les

matieres susceptible d’€tre rencontrées dans les eaux qui sont dues a la décomposition

d’origine animale ou végétale, élaborés sous ’influence des microorganismes. [34]
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» Calcium
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Fig.63: variation de calcium durant le Fig.64 : variation de calcium durant le
mois de Mars en fonction des sites des mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 01) eaux du lac Oubeira (prélevement 02)

Les valeurs de calcium variée dans les huit sites des deux prélévements; dont la
plus élevé a été enregistré au niveau du site C(31.88mg/l)durant le mois de Mars et la plus

bas au niveau du site G (25.25mg/l)durant le mois d’Avril, avec une moyenne de

(29.03mg/1) ; ce qui explique leur influence sur la dureté de 1’eau. [34]
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» Magnésium
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Fig.65 : variation du magnésium durant Fig.66 : variation du magnésium durant
le mois de Mars en fonction des sites des [ le mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélevement 01) eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les valeurs de magnésium variée dans les huit sites des deux prélévements; dont
la plus élevé a été enregistré au niveau du site 02 (9.08mg/1) et la plus bas au niveau du site
05 (7.03mg/l) avec une moyenne de (8.23mg/l),cette variation explique I’existence des

roches sédimentaires rencontrées par les eaux lors de 1’écoulement du Lac Oubeira. [34]

> Chlorure
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Fig.67 : variation du chlorure durant le Fig.68 : variation du chlorure durant le
mois de Mars en fonction des sites des mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélevement01) eaux du lac Oubeira (prélevement 02)

Les valeurs de chlorure variée dans les huit sites des deux prélévements; dont la
plus élevé a été enregistré au niveau du site H(57.5mg/1) et la plus bas au niveau du site D
(41.2mg/1) avec moyenne de (48.13mg/l). D’aprés 1’organisation mondiale de la santé

(OMS) en remarque que ces valeurs sont élevées et dépasse les normes normales des eaux.
[34]
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> Demande chimique en oxygeéne (DCO)
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Fig.69 : variation de la demande

chimique en oxygeéne (DCO) durant le
mois de Mars en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélevement 01)

Fig.70 : variation de la demande

chimique en oxygene (DCO) durant le
mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélevement 02)

Les sites présentent des valeurs variantes entre 18.4mg/l - 57.5mg/l avec une

moyenne de 45.21mg/l ce qui explique la présence des composés azotés provenant des

rejets industriels, leur décomposition par des bactéries nitrifiants. [35]
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Discussion générale

Lac Oubeira fait partie du complexe d’El Kala sont des zones humides se
caractérisent par se faune et flore diversifies malheureusement sont touchés par une
double pollution une chimique par la présence de plusieurs types des éléments toxique leur
origine les déchets industrielle tel que la matiére en suspension, et autre bactériologique
par I’existence de plusieurs genre pathogénes responsables aux maladies transmissibles

graves.

D’aprés notre étude le lac Oubeira est subdivisé en 4 sites selon la situation

géographique ou on remarque les points communs dans la forte concentration des sites :

Site 1 : présente une forte concentration de deux ¢éléments conductivité et la turbidité se
qui explique la dégradation énorme de la matiere organique qui influence directement sur

la minéralisation.

Site 2, 5 et 6 : la concentration de la demande biochimique en oxygene est élevé se qui
traduit 1’existence de plusieurs types de bactéries qui sont aérobies on leur type respiratoire
nécessite la présence d’oxygene tel que E. coli responsable a I’intoxication alimentaire et

Salmonella paratyphia la fiévre paratyphoide.

Site 3, 4 et 8 : une forte concentration de la matiére organique traduit 1’existence de
plusieurs espéces fongiques telles qu’Aspergillus niger, Aspergillus flavus, pinicillium

notatum, qui €laborent des enzymes de dégradation pour avoir leur développement.




Conclusion 2015

Le lac oubeira est une zone humide trés importante en Algérie présente, avec
I’ensemble du complexe lacustre du parc national d'El-kala, des valeurs écologiques

et des richesses naturelles considérables a 1'échelle mondiale.

L’objectif principal de notre travail est d’évaluer le risque de contamination des

eaux du lac Oubeira a partir des analyses bactériologiques et physico-chimiques.

Les résultats ont révélés la présence d’une forte concentration de deux éléments
conductivité et turbidité au niveau du site 1, une concentration ¢élevée du magnésium site 2
chlorure, calcium au niveau du site 8 exprime un milieu favorable pour le développement
d’un taux important de bactéries pathogenes tel que (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus lentus) d’autre d’origine fécale par la présence des E.coli, et d’autres
fongiques qui peuvent étre toxiques (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus

glaucus, piniciliume notatum ).

A la lumiére des résultats obtenus, on peut distingue que 1’eau du lac Oubeira est
polluée. Donc la consommation des ces eaux capable de provoqué des grands problémes
sanitaires.

Pour terminer notre travaille on suggérant d’autre perspectives tel que :
-Utilisation des stations d’épuration.

-sensibiliser les gens pour 1’utilisation des eaux non contaminé pour I’irrigation.






























Résumé

Le lac Oubeira présente, avec I'ensemble du complexe lacustre du parc national d El kala, des
valeurs écologiques caractérisé par la présence des plusieurs espéces rares, et des richesses
naturelles considérables a 1" échelle mondiale.

Notre étude a été basée sur deux types d’analyses physico-chimiques, et microbiologiques.
Les résultats montrent la présence d’une forte concentration de deux éléments chimique
conductivité¢ et la turbidité au niveau de site 01, une concentration ¢levée de la demande
biochimique en oxygéne au niveau des sites 2 et 7. Se qui traduit I’existence de plusieurs types
des bactéries pathogeénes tel que E. coli et Salmonella paratyphi. Et autre espéces fongique
responsable a des maladies respiratoire et cutanées (Aspergillus niger penicillium notatum,).

Mots clés : Lac Oubeira, analyse microbiologique, analyse bactériologique. Les
parametres physico-chimiques

QﬂQ]‘ICPQ v\hvcir‘n_r\h;minnpo

Abstract

The lake Oubeira with 1'ensemble Lake Complex National Park d'El kala, ecological
characterized by the presence of several rare species, and considerable natural resources World
al échelle.

Our study was based on tow types of physico-chemical, and analysis, microbiological. The
results show the presence of a high concentration of two chemical elements conductivity and
turbidity in site 1, a high concentration of the biochemical oxygen demand in the site 2 and 7.
This reflects the existence of several types of pathogenic bacteria like E. coli and Salmonella
paratyphi. And other fungal species responsible for respiratory and skin diseases (Aspergillus
niger, penicillium notatum).

Keywords: Lake Oubeira, analysis bacteriological, Analysis microbiological, analysis
physico-chimical.
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L’eau est 1’¢lément le plus demandé et le plus essentiel dans la vie. Sans eau, il n’y aurait
pas de vie sur terre. L'eau est tres irrégulierement répartie a la surface de la planéte : 97 %
du volume total s’accumule dans les océans, 2 % sur les continents, 0,6 % en phase solide
dans les inlandsis polaires et les glaciers, enfin une part trés modeste en phase gazeuse

dans 1’atmosphere [24].

Elle est utilisée par 'homme depuis le début de leur existence pour différents
usages et en ont ainsi modifié la qualité. Aujourd’hui la nature n’est plus en mesure de
dépolluer les milieux naturels, les habitudes que nous avons prises de considérer les cours
d’eau, les lacs, les rivieres, les fleuves comme des décharges susceptibles d’accueillir
I’ensemble de nos déchets ont engendré des pollutions irrémédiables. Les déchets créés par
I’homme sont trop nombreux et plus polluants qu’autrefois, particuliecrement a cause de

I’urbanisation et aux pratiques agricoles.

Le lac oubeira est une eau douce qui contient plusieurs espaces rares tels que la
chataigne d’eau Trapa natans. Etant par nature, la cuve d’eaux de pluie qui Lessivent leur
Bassin versant, est utilisé par les riverains de cette zone humide soit pour I’irrigation des

terres agricoles avoisinantes, soit par son utilisation pour le paturage de leurs bétails [1].

L’objectif de notre travaille est déterminer la qualité physico-chimique et
microbiologique des eaux du lac Oubeira qui consiste a identifier tout les éléments toxique

ainsi que les germes pathogenes.

Notre travail a été reparti en plusieurs chapitres selon le plan suivant:
Chapitre I: généralités sur lac oubeira
Chapitre II: les paramétres physicochimiques des eaux
Chapitre III: la contamination des eaux
Chapitre IV: Matériel et méthodes

Chapitre V: Résultats et discussion et enfin on terminera par une conclusion.
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I.1 Les Zones humides

1.1.1 Définition de zone humide

Les zones humides sont des étendues de marais, de marécages, de tourbiéres,

d’eaux naturelles ou artificielles, permanentes ou temporaires ou 1’eau est stagnante ou

courante, douce, saumatre ou salée y compris des étendues d’eau marines dont la

profondeur a marée basse n’excede pas six meétres [27].

1.1.2 Les zones humides en Algérie

La position géographique et stratégique de I’Algérie, on y compte plus 254 zones

humides (Medouni, 1996). Sa configuration physique et la diversit¢ de son climat lui

conferent d’importantes zones humides [27].

Tableau 01 : présente les parties des zones humides en Algérie.
Les parties des zones | La  frange Nord- | La partie Nord-Est Le Sahara
humides en Algérie | Ouest
Les caractéristiques | Les hautes plaines | Renferme de | Renferme les oasis,
steppiques se | nombreux lacs d’eau | dans le  réseau

caractérisent par des

plans d’eau:

e salé : Chotts

e non salée

Dayas [27].

douce, des marais,
des ripisylves et des
plaines d’inondation

[27].

hydrographique des
massifs, montagneux
du Tassili et du

Hoggar on assiste a

des sites
exceptionnels
alimentés par des

sources d’eau
permanentes
appelées Gueltas

[27].
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e L’importance des zones humides en Algérie

Les zones humides internationales présentent une importance exceptionnelle, car
sont meilleurs exemples d’écosystémes des zones humides du point de vue de leurs
fonctions écologiques et hydrologiques leur biodiversité et de leur importance socio-

économique. [26].

I.1.3 Les différentes fonctions des zones humides

Le tableau suivant résume les deux fonctions principales des zones humides.

Tableau 02 : présente les fonctions principales des zones humides.

Fonctions

Fonctions biologiques Fonctions de régulation hydrologique

Les zones humides sont des habitats et | Sont des réservoirs d’expansion des crues,
niche écologique pour les espéces animales | régulation des débits, actions antiérosives
et zone de réserve de protection et d’étude | pour les zones humides littorales et fonction

écologique. d’échange avec les nappes aquiféres [27].

1.2 Lac Oubeira

I.2.1 Description du site d’étude : Lac Oubeira
e Le cadre géographique du lac Qubeira

Lac Oubeira est un plan d’eau douce d’une superficie de 2200 ha qui fait partie du
complexe de zones humides le plus important du Maghreb que le parc national d’El kala. 1l
est situé prés des lacs Mellah et Tonga, et entouré par une ceinture de végétation tres

diversifiée.

Lac Oubeira se situe a I’extréme Nord-Est de I’ Algérie (36°50 N et 38°23 E), a une
altitude de 25 m. C’est un systeme endoréique dont 1’alimentation en eau est assurée
particuliérement par le ruissellement des eaux sur les estuaires argilo-gréseux composant le
bassin vessant. De ce fait, le régime hydrologique du Lac Oubeira est fortement influencé

par les variations climatiques [21].
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Fig. 01 : Situation géographique du Lac Oubeira dans le parc national d’El-Kala [21].

1.2.2 Les caractéristiques du Lac Oubeira

Ses caractéristiques sont présentées dans le tableau 03

Tableau 03 : présente les caractéristiques physiques du Lac Oubeira [18].

Géologie et hydrologie

-La profondeur maximale est de 4m.
-Le substrat est entierement composé
d’argile, alimenté essentiellement par
I’Oued Messida et d’une dizaine de petits
affluents des collines avoisinantes, constitue
un dépotoir de s€diment provenant du bassin
versant [18].

Climat

-Vents dominants Nord-Ouest (permanents)
-Pluviométrie annuelle entre 800 mm et

1000 mm [18].

Température

-Température de 1’eau varie de 8.8 a 15.2°

au mois de Janvier. [18].

Qualité des eaux

Eaux turbides surtout en hiver, un pH
variant entre (8 et 10.653) [18].
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1.2.3 Diversités biologiques du lac Oubeira
e Flore remarquable

Une ceinture d’Hélophytes indispensable a la nidification des oiseaux d’eau. Parmi
les especes rares et tres rares, (la chataigne d’eau Trapanatans, le Polygomum senegalense,

le Scripe incliné Scripusinclinatus) [18].

e Faune remarquable

Lac Oubeira constitue I’habitat de plusieurs espeéces animales telles que :
» Les oiseaux d'eau.
» Les sédentaires : Blongios nain, Poule sultane.
» Les hivernais : Erismature a téte blanche, Grande aigrette spatule blanche.

» Les mammiferes représentés par la loutre [18].
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L’appréciation de la qualit¢ des eaux de surface se base sur la mesure de
parametres physico-chimiques ainsi que sur la présence ou I’absence d’organismes et de

micro-organismes aquatiques, indicateur d’une plus ou moins bonne qualité de I’eau [31].

I1.1 Les parameétres physiques

I1.1.1 Conductivité

La conductivit¢ mesure la capacité de I’eau a conduire le courant entre deux

¢lectrodes et permet d’apprécier la quantité de sels dissous dans 1’eau [15].

I1.1.2 Turbidité

Mesure du caractére trouble de [’eau. Elle dépend des matiéres en
suspension, du plancton et d’autres organismes microscopiques. Une turbidité trop
¢levée peut nuire a la pénétration de la lumiere et a la croissance des algues et

plantes aquatiques [16].

I1.1.3 Matiéres en suspension (MES)

Des particules fines dans une eau sont soit d’origine naturelle en liaison avec les
précipitations, soit produites par les rejets urbains et industriels. Leur effet néfaste est
mécanique, par formation de sédiments et d’un écran empéchant la bonne pénétration de la
lumiére d’une part (réduction de la photosynthése), ainsi que par colmatage des branchies
des poissons d’autre part. Leur effet est par ailleurs chimique par constitution d’une réserve

de pollution potentielle dans les sédiments [17].

I1.1.4 La température

La température de 1’eau est un paramétre de confort pour les usages. Elle permet
¢galement de corriger les parametres d’analyse dont les valeurs sont liées a la température
(conductivité notamment).de plus en mettant en évidence des contrastes de température de
I’eau sur un milieu, il est possible d’obtenir des indications sur 1’origine et I’écoulement de

I’eau [15].
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I1.2 Les paramétres chimiques

I1.2.1 Le potentiel hydrogéne

Le pH indique I’équilibre entre les acides et les bases d’un plan d’eau. Il

influence également la toxicité de plusieurs ¢éléments en régissant un grand nombre

de réactions chimiques. Outre I’état naturel du cours d’eau échantillonné (nature des sols

et sous-sol), le pH est généralement influencé par les rejets industriels et urbains.

Le pH doit étre impérativement mesuré sur le terrain a I’aide d’un pH-metre ou par

colorimétrie [18].

Tableau 04: la variation du pH [18].

pH<5 Acidité forte=présence d’acides minéraux
ou
organique dans les eaux naturelles

pH=7 pH neutre

7<pH<8 Neutralité approchée la majorité des eaux de
surface

5.5<pH<8 Majorité des eaux souterraines

pH=8 Alcalinité forte vaporisation intense

I1.2.2 Le chlorure

Des chlorures peuvent étre localement impliqués dans les pluies acides et

phénomeénes d’acidification d’eaux superficielles ou souterraines [18].

I1.2.3 Le phosphore

Le phosphore est la forme sous laquelle le phosphore peut étre assimilé par les Etres

vivants, en particulier les algues. Chimiquement, le phosphore est une combinaison

d’atomes de phosphore et d’oxygéne [19].
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I1.2.4 Le magnésium

Un ¢élément chimique, métallique, structural 1éger dans I’industrie causé par son

poids faible et sa capacité a former des alliages mécaniquement résistants [19].
I1.2.5 L’oxygéne dissous

La concentration en oxygeéne dissous est un paramétre essentiel dans le
maintien de la vie et donc dans les phénoménes de dégradation de la matiere
organique et de la photosynthése. C’est un parameétre utilisé essentiellement pour les

eaux de surface [18].
11.2.6 L’alcalinité d’une eau

Dans les eaux, 1’alcalinité est principalement due a la présence d’ions carbonate
CO;, d’ions hydrolase OH et hydrogénocarbonate HCO; (anciennement appelés ions
bicarbonate). L’alcalinité d’une eau est mesurée par un dosage avec un acide fort. Par

convention, on exprime ce résultat par :

- Le titre alcalimétrique (TA) : mesure la teneur de 1’eau en alcalis libre et en carbonates

alcalis caustiques.

-Le titre alcalimétrique(TA) : ce titre est égal au volume d’acide(en ml) a 0,02 mol .L™

d’ion SH30" nécessaires pour doser 100 ml d’eau en présence de phénolphtaléine.

-Le titre alcalimétrique complet ou (TAC) : correspond a la teneur de 1’eau en alcalis libre,

carbonates et hydrogénocarbonates, c’est la somme des ions OH et CO; [19].
I1.2.7 La dureté ou hydrotimétrie (TH)

En reconnaissant la valeur du TH, on peut classer les eaux en eaux douces, eaux
moins dures et eaux dures. La dureté ou (titre hydrotimétrique) d’une eau correspond a la
somme des concentrations en cation métallique a 1I’exception de ceux des métaux alcalis et
de I’ion hydrogene. Dans la plupart des cas la dureté est surtout due aux ions calcium et
magnésium auxquels s’ajoutent quelquefois les ions de fer, aluminium, manganése,

strontium [20].
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I1.2.8 La demande chimique en oxygéne (DCO)

La DCO représente la quantité d’oxygeéne nécessaire pour oxyder toute la matiere

organique contenue dans une eau. C’est I’un des paramétres de la qualité d’une eau [27].
I1.2.9 La demande biochimique en oxygéne (DBOs)

Généralement exprimée en milligrammes d’oxygene dissous par litre d’eau pendant
un nombre de jours précis a température donnée, la DBO d’une eau polluée par des rejets
d’égouts est élevée. Ce qui signifie qu’il ne reste presque plus d’oxygene dissous dans

I’eau [16].
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II1.1 La contamination de I'eau

La contamination de I'eau engendre la modification de la composition de I'eau et de
ses propriétés suite a I'apport de diverses substances provenant principalement des activités
humaines. Plusieurs sources de contamination de l'eau existent, tel que ; les déchets, les

eaux usées, les activités humaines.

La pollution de l'eau est une dégradation physique, chimique, biologique ou
bactériologique de ses qualités naturelles, provoquée par I'Homme et ses activités. Elle
perturbe les conditions de vie de la flore et de la faune aquatiques; elle compromet les

utilisations de l'eau et I'équilibre du milieu aquatique [29].

III.2 Les grandes catégories des polluants de I’eau

On regroupe généralement les polluants de 1'eau sous trois grandes catégories.

I11.2.1 Les polluants biologiques

Ce type de polluant regroupe des microorganismes (bactéries, virus, parasites) et
des matieres organiques produites par les étres vivants (excréments, sucres, graisses,

etc.)[29]. parmi les types de contamination on a :
e Contamination bactérienne

Certaines bactéries peuvent €tre pathogeénes. Les bactéries ont colonisé tous les
milieux et font peuvent d’une extraordinaire diversité. Certaines peuvent vivre dans des
conditions extrémes devenant capables de croitre a partir des éléments soufrés, qui

composent leur environnement de méthane ou d’hydrogene [43].

Parmi ces microorganismes on cite les coliformes totaux, les coliformes fécaux,

salmonella, stafilococcus auerus et bactéries anaérobies sulfito réducteurs.
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Tableau 05 : Description de quelques especes

Especes

Description

Les coliformes totaux

Les coliformes totaux sont des bactéries utilisées comme
indicateur de la qualit¢ microbiologique de 1’eau. Leur

présence en exces dans 1’eau [33]

Les coliformes fécaux

Les coliformes fécaux (E. coli) et les entérocoques sont des
bactéries d’origine fécale qu’on retrouve dans le tube

digestif des humains et des animaux. [52]

Salmonella

Responsable de la fievre typhoide et paratyphoide, sot des
bacilles a Gram négatif, mobile dans toutes les directions
grace a des flagelles. Elles sont aéro-anaérobies facultatives

[40].

Staphycoccus aureus

Staphycoccus aureus est une coque a coloration de Gram
positive. Il mesure de 0.5 a 1um de diametre, ne sporule
pas immobile, aéro-anaérobie facultatif et posséde une

catalase et une coagulase positive [38].

Bactéries anaérobies

Sulfito Réducteurs

Les anaérobies Sulfito Réducteurs sont des germes
telluriques (présents dans le milieu extérieur : sol, eau, air,
capable d’y résiste trés longtemps sous forme de spore),
présent également dans la flore intestinale de I’homme et

des animaux

Cette appellation regroupe essentiellement les clostridium
(dont clostridium perfringens ; 3éme cause d’intoxications
alimentaires, agissant par une entero toxine et clostridium

botulimum, responsable du boulisme) [39].
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e Contamination fongique

Les champignons sont présents avec les espeéces animales ou végétales. Des
interactions saprophytisme (Aspergillus) au parasitisme (moisissures noire du pain), et

symbiotiques (lichens, mycorhize) traduisent vraisemblablement leur coévolution avec

d’une part et les animaux d’autre part. [51]

Parmi les especes fongiques on a Aspergillus et penicillium

Tableau 06 : Identification d’Aspergillus et penicilium

Genre Aspergillus

Genre penicillium

Sont des champignons saprophytes, tres

répondus dans la nature et inhalés

quotidiennement par la plupart des

humains.

Agents responsable d’aspergilloses:
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus
versicolor, Aspergillus niger Et Aspergillus

terrus [41].

Ce genre réunit des champignons
filamenteux appartenant au phylum des

Ascomycetes.

Ce genre comprend environ 227 especes

définies  essentiellement d’aprés les
caracteres du thalle, des pénicilles et des

spores.

Les pénicilliums sont des champignons
pour la plupart trés communs dans
I’environnement, polyphages, pouvant étre

responsables de nombreuses dégradations.

Les especes du genre Penicillium se
développent normalement dans des milieux
ou l’activité de I’eau est plus élevée que
celle permettant la croissance des
Aspergillus, a des températures plus basses,
il s’agit de contaminants fréquents des

régions tempérées [42].
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II1.2.2 Les polluants chimiques
Les polluants chimiques sont des contaminants ; soit des composés créés par
I’homme (les pesticides), soit des composés naturels utilisés par I’homme (les métaux

lourds). Figure 02 représente les déférentes polluants chimiques [30].

LES POLLUANTS CHIMIQUES
P Matieres il :
e e Plastifiants Pesticides : Metaux lourds MEdIIaTFNSH M."esm?dm
liquides tensioactifs eutrophisantes cosmétiques | | industriels

B

Ll
1=

Fig. 02 : Les déférents polluants chimiques [30].

I11.2.3 Les polluants physiques

e La chaleur

L’augmentation de la température diminue la teneur en oxygene dissous dans I’eau

ce qui peut poser des probléemes de respiration pour certains organismes sensibles [30].
e Les radio-isotopes (pollution radioactive)

Le récent accident de la centrale nucléaire de Fukushima au Japon en est un
exemple, méme si on ne peut, a ’heure actuelle, en mesurer I’ensemble des conséquences

écologiques [30].

e Le bruit

Le bruit peut étre une nuisance importante, en particulier pour la faune.
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e La pollution lumineuse

Il peut s’agir notamment de I’'impact de [’éclairage public sur les animaux

nocturnes (oiseaux migrateurs, invertébrés du sol, etc.)[30].

I11.3 Les différentes pollutions de 1'eau
De nombreux facteurs peuvent modifies les composantes physico-chimiques des
milieux aquatiques et notamment des pollutions de nature diverse. Selon la nature des

polluants on distingue deux grandes catégories :
I11.3.1 Pollution physique

Elle est essentiellement industrielle, secondairement domestique. On peut
distinguer trois types de polluant ayant un caractére physique : les polluants mécaniques,

les polluants thermiques et les polluants atomiques (polluants radioactifs) [23].
I11.3.2 Pollution chimique

Elle est essentiellement aux rejets industriels qui apportent de grandes quantités de
substances chimiques, perturbant ainsi 1’équilibre de 1’écosystéme aquatique. Certains de
ces produits, ente autres les métaux lourds, sont non biodégradables et peuvent occasionner

des intoxications chez I’homme [23].

Les polluants chimiques peuvent avoir aussi pour origine : les eaux usées et les

eaux de ruissellement. Selon la nature des polluants, on distingue :

e Polluants organiques

Les hydrocarbures, les pesticides et les détergents sont les plus importants et les

plus dangereux des polluants organiques rencontrés dans les milieux aquatiques [23].
e Polluant inorganiques

Parmi les polluants inorganiques rejetés en grandes quantités par 1’industrie, on
trouve les résidus de traitement de minerais, traitement de surface, traitement
¢lectrolytiques, etc. beaucoup d’entre eux sont riches en métaux lourds et sont donc

toxiques [23].
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I11.4 Impact sur I’environnement

I11.4.1 Matieres en suspension

Augmentation de la turbidité préjudiciable a la photosynthése, a la respiration des
poissons et colmatant les milieux aquatiques. Les particules peuvent transporter différentes

formes de pollution (organiques, métalliques) [26].

I11.4.2 Pollution organique

Asphyxie du milieu par consommation de I’oxygene dissous. Toxicité de la charge

organique faiblement biodégradable [26].

I11.4.3 Azote/ Phosphore

Eutrophisation des milieux aquatiques par excés de matieéres nutritives pour les
végétaux (algues) et conduisant a 1’asphyxie des milieux. Toxicité de I’ammoniaque et des
nitrites pour la faune aquatique. Les nitrates peuvent engendrer chez les nourrissons un
empoisonnement du sang par blocage de 1’hémoglobine interdisant le transport de

I’oxygene [26].

111.4.4 Métaux

La majorité des éléments métalliques est indispensable a la vie animale et végétale
(oligo-¢léments).La pollution métallique des milieux aquatiques pose un probléeme
particulier car non biodégradable. De facon générale, les troubles les plus fréquents sont
d’ordre respiratoire, digestif, nerveux ou cutané. Certains métaux sont également

considérés comme cancérigénes : Arsenic, Nickel, Chrome VI [26].

I11.4.5 Substances pour les milieux aquatiques

Les insecticides sont généralement les pesticides les plus toxiques. Ce sont des
polluants organiques persistants subissant trois types de phénomeénes (transformation,
rétention, transport) selon leurs propriétés physico-chimiques. Ils s’adsorbent sur les
matic€res en suspension et s’accumulent dans certains compartiments (sédiments, matiéres
organiques, chaine alimentaire) Selon leurs formes et propriétés chimiques, ces substances

présentent des effets toxiques, mutagenes et cancérogenes [25].




Chapitre IV Matériel et méthodes | 2015

L'objectif de notre étude est d'évaluer le risque de contamination des eaux du
lac Oubeira en analysant les paramétres physico-chimiques et bactériologiques.
Les prélévements ont été réalisés durant les deux mois : mars et avril et subdivisés en 4

sites.

e Présentation des sites

En déterminant les analyses physico-chimiques au niveau de la station d’épuration

Guelma, et microbiologique au niveau de laboratoire d’université 8 mai 1945 Guelma.

Tableau07 : Présentation des points du prélévement.

Site Date du prélevement | Heure du Situation
prélévement géographique des
sites
Site A 10 :07h Au nord
Site B 10 :20h A Dest
02 mars 2015
Site C 10 :32h A P’ouest
Site D 10 :47h Au sud du lac
Oubeira
Site E 08 :45h A Dest
Site F 09 :00h A I’ouest
22 avril 2015
Site G 09:17h Au sud
Site H 09 :32h Au nord du lac.
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Fig. 03 : Les sites de prélevement du lac Oubeira.

IV.1 Les prélévements

IV.1.1 Matériel du prélévement

Les prélévements destinés a 1’analyse bactériologique ont été réalisés dans des

flacons en verre de 250 ml stérilise en four pasteur pendant 30 minutes a 180°C.

IV.1.2 Echantillonnage
Les prélevements ont été subdivisé en 4 sites, Les échantillons ne doivent pas étre
contaminés, le flacon ne doit pas étre rempli enticrement. En effet, il convient de laisser un

petit vide d’air, permettant un mélange et un aspect homogene.
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Les échantillons doivent étre soigneusement étiquetés; 1’étiquette doit comporter
tous les ¢éléments nécessaires a la bonne exploitation des résultats de 1’analyse :

numéro d’ordre, date et heure , les conditions météorologique, lieu précis [45].

IV.1.3 Mesure in situ

Pour chaque prélévement, les mesures in situ ont été¢ sur le site lui-méme (la

température, le pH, la conductivité, I’O; dissous) a I’aide d’un multi-parametre.

IV.1.4 Transport des échantillons

Afin d'éviter tout changement chimique de I'eau et d'inhiber l'activité bactérienne,
Les échantillons sont transportés dans une glaciére isotherme (4°c), ’analyse durant

nue période ne dépasse pas 2 heure.
IV.1.5 Méthode d’analyse

L’objectif d’analyse microbiologique des eaux consiste a ensemencer une
concentration de I’eau a analyser sur milieu de culture, solide ou liquide. Le

développement des cellules indique la présence des colonies.
IV.2 L’identification fongique

IV.2.1 Les milieux et coulage des boittes
Les milieux de culture utilises sont :Sabouraud ;Czapek simple ; Czapek
concentré et le milieu Tryptone-Glucose-Extait de levure-Agar (TGEA). Les milieux

sont couler dans des boites de pétries, et laisser refroidir.
IV.2.2 Stérilisation des milieux

La stérilisation a été faite a 1’autoclave par la vapeur d’eau sous pression, a haute

température (120°C) pendant 20 minutes. [14].
IV.2.3 Préparation des dilutions
e Lebut

La diminution de la charge microbienne pour avoir des colonies distinctes.
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e Le principe

A partir de I’échantillon mére nous réalisons une série de dilution décimale a

condition de I’addition de 1 ml pour chaque tube.

e Mode opératoire

A I’aide d’une pipette graduée, préparer une série de dilution pour la raison de

mettre 9 ml dans chaque tube [13].

IV.2.4 L’ensemencement et incubation

L’ensemencement s’effectue par strie et autre par touche. Apres I’ensemencement,
les boites de pétri sont incubées a 1’étuve a des températures allante de 28°C a37°C tell
que :

-Les boites contenant les milieux Czapek simple, TGEA (Tryptone-Glucose-Extait de
levure-Agar).a 26°-28°C.

-Les boites contenant les milieux Czapek concentré et le milieu sabouraud a 30°C [13].

1/ Préparation de la dilution
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Schéma.01 : méthode de dilution
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2/coulage des boittes

Boittes de pétrie

Th-

Anse de platine

AN NN

U Milieu sabouroud

4/L’incubation

S

sabouro
ud

S

3/ L’ensemencement
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Milieu czapek concentré Milieu czapek simple

— L’incubation de toutes les boittes

S >_ Ensemencées dans I’étuve a des

% Température différente de 26-28°C

Schéma 02 : Méthodes d’ensemencement et incubation
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IV.2.5 Lecture
La lecture se réalise a partir du troisiéme jour pour déterminer les caractéristiques
des colonies et suivre leur cycle, ce qui nous aide a identifier les espéces.
e Aspect macroscopique : permet de connaitre
o Caractéres culturaux.
o Couleur.
o Couleur du revers.
o Exsudat : présence ou absence.
o Odeur : présence ou absence
e Aspect microscopique des colonies
o Orange de fructification
o Aspect et taille des spores.

o Couleur et disposition des spores [1].

IV.3 Examen microscopique des souches

L’examen consiste a déterminer les caractéres morphologiques et les caractéres culturaux.

e Principe : le choix d’un fragment mycélien a partir d’un site de prélévement,
sur le thalle, intermédiaire du mycélium juvénile a la marge et le vieux
mycélium au ceci permet le visionnement idéal des appareils sporiferes. Le
matériel biologique fongique est préparé pour 1’observation microscopique

aux différents grossissements(X10, X40) [2].

IV.3.1 Examen a I’état frais

Cet examen Permet I’observation des mycéliums
o La morphologie des champignons.
o Leur mode de regroupement et leur structure [2].
e La technique : Prélever a I’aide d’une anse de platine fragment d’un mycélium
qu’on dépose entre lame et lamelle. L’observation se faite a I’aide d’un microscope

optique avec grossissement (X10 et X40).

IV.3.2 Examen aprés coloration
La coloration consiste deux étapes, les champignons consiste une coloration simple (Bleu

de méthyléne).
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» Préparation des frottis :Les frottis destinés a la coloration doivent étre étalés en
couches minces régulicres, séchés et le plus souvent fixés.
» Réactif : Bleu de méthylene.
» Technique :
= Recouvrir le frottis avec le bleu de méthyléne
= Laisser agir de 1 a 3 minutes.
» Rincer la lame.
= Sécher avec un papier filtre fin.

= Addition de I’huile de cedre (X100) [3].

IV.4 Analyse bactériologique

IV.4.1 Recherche et dénombrement des coliformes totaux et thermo tolérants

La recherche et dénombrement des coliformes ont été réalisées selon la technique

du Mac Grady nombre le plus probable (NPP).

» Technique :
- Préparer une série de tubes contenant le milieu bouillon lactosé au pourpre de
bromocrésol (BCPL) qui est un milieu liquide avec une cloche de Durham.
- A partir des dilutions décimales (jusqu’a la 10™), porter aseptiquement 1 ml, dans
chacun des tubes de BCPL a partir de la méme dilution.
- Incuber a 37°C pendant 24 a 48h.
> Lecture:
Les tubes considérés comme positifs présentant a la fois :
- Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur la cloche).
- Un trouble accompagné d’un virage du milieu au jaune (fermentation du lactose).
» Dénombrement :
On note le nombre de tubes positifs dans chaque série, I’illustration avec la table de Mac

Grady pour déterminer le nombre de coliformes [4].
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Tube négative

0

(@D
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Schéma 03 : Recherche et le dénombrement des coliformes totaux et thermo tolérants.
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virage du couleur du milieu +

_/

Test confirmatif

Incubation : 44°C, pendant 24 -48 heures.

Rajouter 2 a 3gouttes d’un réactif Kovax.

indique la présence du gaz. W
v

O+

Milieu eau peptonée exempte d’indole.

Présence d’un anneau
indique la présence des
coliformes fécaux.

Schéma 04 : Test confirmatif pour la recherche et le dénombrement des coliformes

totaux et des coliformes fécaux.
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IV.4.2 Examen microscopique
A partir des colonies isolées sur les milieux de culture, on utilise la coloration de Gram [5].
e Coloration de Gram

Une coloration différentielle se base sur la :

-Préparation d’un frottis.

- Coloration par le violée de Gentiane : laisser agir la solution de cristal violet pendant 1mn
puis laver la lame avec 1’eau.

- Mordangage : laisser agir le lugol pendant Imn puis ringage avec I’eau de robine

- Décoloration : recouvrir la lame avec 1’alcool pendant 30 secondes, lavé avec I’eau.

- Recoloration : laisse agir la solution de fushine pendant 30 a 40 secondes laves avec 1’eau

et enfin sécher.

IV.5 Recherche et dénombrement des entérobactéries

Le milieu de culture utilisé est gélose nutritive, I’ensemencement se fait par touche

ou par stries sur les boites de pétris.
IV.5.1 Détermination des caractéres biochimique des entérobactéries

e La galerie biochimique classique
Le tableau 04 présente les milieux, les techniques et les résultats pour la galerie classique.

Tableau 08 : la détermination des étapes d’une galerie classique.

Milieux Ensemencements Caracteres Résultats
recherchés

Citrate de Simmons | Par stries, au fil Ce milieu permet de | Virage de couleur ver
droit a partir d’une mettre en évidence le bleu :(citrate+) [7].
suspension I’utilisation du citrate
bactérienne. comme source
Mettre a 1’étuve a d’énergie [6].
37°C pendant 24h
[6].
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TSI (Triple Suger

Iron)

par stries avec une
simple piqure.
Mettre a I’étuve a

37°C pendant 24h

Utilisation du

glucose, saccharose,

et lactose.
-production d” H2S
-production du

gaz.

Transformation de
couleur vers le jaune
(glucose, lactose,
saccharose).
Formation des zones

noire (H2S). [6]

Mannitol mobilité

par piqure central a
laide d’un fil droite.
Mettre a I’étuve

37°C a 24h. [8].

-Mannitol.

“Mobilité [8].

Virage de couleur vers
le rouge (mannitol+).
Formation d’une voile
autour de la piqure

(mobilité) [7].

Urée indole

incorporation 0,1 ml
Mettre a I’étuve

37°C a24h [7]

L’uréase, enzyme
hydrolysant I'urée.
Formation

d’indole [7]

Virage de couleur vers
le rose uréase(+).
Apparition d’un
anneau rouge a la

surface (indole +).

Clark et clubs

incorporation et
incubation a 37°C
pendant 24h.

1. Test VP:
Ajouter quelque
goutte de (VPI et
VPII) de 2a3
gouttes.

Attendre quelque
min a | heure.

2. Test MR :
Ajouter 2 a 3 gouttes
de rouge de méthyle

[7].

Présence d’acétoine
dans le milieu
absence d’acétoine
dans le milieu.

Misse en évidence de
la voie des
fermentations acide
mixtes par le test
(rouge de méthyle)
RM [7].

1. Test VP
Virage de couleur vers
le rose (VP+)

2. Test RM
Virage de couleur vers

le rouge (RM +) [7].
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e Les tests complémentaires

A) Catalase

Cette enzyme permet la dissociation d’H,O, selon la réaction suivante :

/

H>0, H,O+ % O,

v

Techniques

- Sur une lame propre et séchée, déposer une goutte d’eau oxygénée.
-A I’aide d’une pipette pasteur, ajouter I’inoculum bactérien.

- Surveiller I’apparition d’un dégagement d’oxygene sous forme de bulles de gaz.
Lecture

-Dégagement immédiat de bulles de gaz considérés comme positif [9].

B) Oxydase

La recherche de 1’enzyme respiratoire.

Techniques

-Déposer un disque pré-imprégné par le réactif N diméthyle paraphényléne diamine
(disque oxydase) sur une lame propre.
- Imbiber le disque d’une goutte d’eau distillée stérile.

-Déposer au-dessus une colonie a I’aide d’une pipette Pasteur.

Lecture

-L’apparition d’une teinte (rose-violette) indique 1’oxydase : positif [9].
C) Recherche de I’enzyme Endocellulaire Béta-galactosidase
Techniques :

-Réaliser une suspension bactérienne.
-Ajouter un disque imprégné d’Ortho-Nitrophényle-Galactosidase (ONPG) dans une
suspension bactérienne.

-Incuber 30 min a 37°C [7].
Lecture

Le virage de couleur ver le jaune indique I’éclatement des cellules.
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D) TDA (Tryptophane décarboxylase)
Techniques

-Réaliser une suspension bactérienne dans milieu Urée indole.
-Incuber 37°C a 24h.
-Ajoute 2 a 3 gouttes du réactif de TDA (Tryptophane décarboxylase) [33].

Lecture

- L’apparition de la couleur marron foncé TDA(+) [33].

IV.5.2 La galerie api 20 E
Permet a déterminer les caracteres biochimiques.
Technique

-Faire une suspension bactérienne dans une ampoule de Suspension Medium ou dans un
tube d’eau distillée stérile.

-Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension bactérienne.
-Remplir uniquement les tubes autres tests.

-Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, URE, H2S en remplissant leur cupule
d’huile de paraffine.

-Refermer la boite d’incubation et la placer a 37°C pendant 24 heures [10].
Lecture

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des

virages colorés, sauf certains sont par 1’addition de Réactifs :

e Test VP : VPI + VPIIL
e TDA et IND : Réactif de Kovac.
e Test NO2: NIT I+ NIT II [32].

La lecture de la galerie doit se faire en se référant :

e Soit avec le catalogue analytique : Les tests sont regroupés en groupe de 3, et

une valeur (1,2 ou 4) est indiquée pour chacun.

e Additionner a I’intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests

positifs. On obtient le nombre de 7 chiffres qui sert du code d’identification.
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e Soit avec un logiciel d’indentification: Tableau de lecture de la galerie

miniaturisée api 20E. (Voir I’ Annexe II) [9].

IV.6 Recherche et dénombrement des spores de bactéries anaérobies
sulfito réductrices (ASR)
Les bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont des bacilles Gram positif, se

développant entre 24 et 48 heures sur une gélose viande foie (VF). Elles Sont capables de

produire de I’hydrogeéne sulfuré (H,S) a partir du sulfatite de sodium présent dans
le milieu, celui-ci qui se combine avec du citrate de fer ammoniacal ou I’alun de
fer pour donner du sulfure de fer noir. Ce test permet de mettre en évidence une pollution

fécale ancienne [25].

e Principe

Dans ce test, on utilise la méthode (par incorporation de gélose en tube
profond) dans le but de rechercher et dénombrer les spores des bactéries anaérobies

sulfito réductrices et des clostridiums sulfito-réducteur dans les eaux du lac oubiera. [51].

e Mode opératoire
La recherche des bactéries sulfito-réductrices se fait principalement en trois étapes :
- Destruction de la forme végétative.
- Préparation du milieu de culture.
- Ensemencement et incubation a 37°C pendant 24-48 heures. [49].
e Lecture
Dénombrer toutes colonies d’un halo noires et compter le nombre total des colonies

dans les tubes. [46].
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L’cau a
analysé
28ml

Chauffage a 80°C pendant 15 minutes, Refroidissement sous 1’eau de robinet.

Sml S5ml Sml Sml Sml

! v | Vool

p—— e
s St S

\Ajouter 20 ml de gélose viande foi VF fondue puis refroidie a 55°C

—
Incubation 37°C pendant 24a48h

O NaYaYaYa
N N N
o9 |o .oo 00
20 (o 0° P8 %
@ O W &8 (o

Schéma 05 : Recherche et dénombrement des spores des Bactéries anaérobies sulfito

réductrices (ASR).
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IV.7 Recherche et indentification des staphylocoques

L’isolement sélectif des staphylocoques a été réalisé a partir du milieu sélectif

chapman qui contient un inhibiteur des sels minéraux (Na Cl) a concentration élevée
(75g/L) [6].
IV.7.1 L’observation macroscopique
e Transformation du couleur vers le jaune et une ramification indique mobile (+).
e Des colonies pigmentées en jaunes et mannitol(+) [11].
IV.7.2 L’observation microscopique
Entre lame et lamelle en détermine la forme et la mobilité.
IV.7.3 L’indentification biochimique des staphylocoques

On utilise le systéme miniaturisé api staph.

IV.8 Analyse physico-chimique

IV.8.1 Les mesures in situ

Touts les parametres physico-chimique (pH, Température, Oxygene dissous,

conductivité) on été réalisé a 1’aide d’un multi paramétre de type (Multi 1970 1).

Fig.04 : le multi-paramétre




Chapitre IV Matériel et méthodes | 2015

IV.8.2 La turbidité

A été mesurée a I’aide d’un turbidimétre (de préférence le méme jour).

IV.8.3 Les matiéres en suspension (MES)

La détermination de la mati¢re en suspension dans 1’eau s’effectue par filtration ou par

centrifugation.

La méthode utilisée est la filtration sur fibre de verre ou 1’eau est filtrée a ’aide des

filtres de Wattman et le poids des maticres retenues par le filtre, est déterminé par pesée

différentielle.

» Mode opératoire

Laver le disque filtrant fibreux a I’eau distillée, le sécher a 1’étuve (1h a 105°C
ou 15 min a la micro-onde a puissance moyenne) et le placer en attente dans un
dessiccateur.

Peser le disque (Mo).

Placer le disque dans I’appareil de filtration et mettre en route le systéme
d’aspiration.

Verser progressivement le volume Ve d’eau a analyser sur le disque filtrant
jusqu’ a ce que I’appareil de filtration se vide.

Rincer le récipient qui a contenu 1’échantillon avec 10 ml d’eau distillée et filtrer
les eaux de lavage.

Mettre le disque filtrant a sécher (1h al05°C oul5 min a la micro-onde a

puissance moyenne). Laisser refroidir le filtre au dessiccateur ; peser le filtre.

> Expression des résultats

M;-M; x 1000
\4

M, = masse du disque filtrant avant utilisation.

M;= masse du disque filtrant apres utilisation.

V= volume d’eau utilisé.
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I1V.8.4 Le Magnésium
» Mode opératoire

e Introduire 50 ml d’eau a analyser dans un erlenmeyer au col large, ajouter 2 ml

de NH40H a pH 10 et une pincée de noir urochromes T.
e Titrer par ’EDTA N/50 jusqu’au virage de couleur bleu (V2).

> Expression des résultats

[Mg] mg/l=(V2-V1) x F < 4,8

V2 : Volume titré de calcium et de magnésium.
V1 : Volume titré de calcium.

> Facteur

50 ml de solution mére de CaCl2.

2 ml de NAOH (2).

e Une pincée de murex ide.

Tirer par ’EDTA N/50 jusqu’au virage de couleur viole
F=12,5/V (EDTA)

IV.8.5 Les chlorure
» Principe

e En milieu neutre, les chlorures sont dosés par une solution titrée de nitrate
d’argent.
e En présence de chromate de potassium, la fin de la réaction est indiquée par

I’apparition d’une teinte rouge caractéristique du chromate d’argent.
» Mode opératoire

e Introduire 25 ml d’eau a analyser dans un erlenmeyer a col large, ajouter 2 a 3
gouttes de solution de chromate de potassium a 10%.
e Verser au moyen d’une burette la solution de nitrate d’argent jusqu’a

I’apparition d’une teinte rougeatre qui doit persister 1 a 3 minutes.
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» Expression des résultats :
Soit V, le volume de millimetres de nitrate d’argent utilisés.
IV.8.6 Le calcium

» Principe

Le principe est identique a celui de la méthode complexa-métrique pour la dureté totale.
Comme le dosage se fait a un pH élevé, le magnésium est précipité sous forme

d’hydroxyde et n’intervient pas. L’indicateur choisi ne se combine qu’avec le calcium.
» Mode opératoire

e Introduire 50 ml d’eau a analyser dans un Erlenmeyer au col large.
e Ajouter 2 ml de solution d’hydroxyde et quelques graines d’indicateur coloré.

e Verser la solution d’EDTA jusqu’au virage du rose au violet.
> Expression des résultats

Soit V le volume de solution d’EDTA verser.

[Ca?l mg/l=V (EDTA) x F x 8
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V.1 Analyse bactériologique

V.1.1 Résultats de la recherche des entérobactéries

L’analyse bactériologique consiste a déterminer I’aspect macro et microscopique et
une galerie classique pour I’identification de plusieurs genre existant dans des différents

sites étudiés nos résultat sont représenté sous dessous.

Tableau 09 : Résultats macro et microscopique des prélévements 01 et 02.

Milieu Gélose nutitif (GN)
Prélévement 01 Prélévement 02

Site A Site C Site E

Recto  Verso Recto Verso

Recto Verso
Fig. 05: colonies Fig.09: colonies Fig.13: colonies marron
Aspect R . .
blanchatres. blanchatres Des colonies marron

macroscopique ; . . . .

Des colonies blanchatres | Des colonies plates, irrégulicres de forme(R)

bombées de grande taille. | régulieres de la forme

(S) blanchatres.

Aspect :
microscopique

Fig. 07: Résultat de Fig. 11: Résultat de Fig.15 : Résultat de

galerie classique. galerie classique. galerie classique.
-Manitol mobilité": -Mannitol mobilité " -Manitol mobilité":

virage du couleur vert le | virage du couleur vert | virage du couleur vert le

Jjaune avec formation le jaune avec formation | jaune avec formation
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Galerie classique

d’une ramification.
-Urée d’idole : addition
du réactif kovax
I’apparition d’un anneau
rouge ce qui explique
indole".

-Citrate': virage du
couleur vers le bleu vert.
-TSI: transformation de
couleur (lactose”
glucose” saccharose”) la
présence du gaz (gaz') et
I’absence du zone noire
(HoS).

- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du couleur

vers le rouge pour rouge

de méthyle.

Tests

complémentaires

Fig.08: Résultat du test
complémentaire
-Oxydase': apparition de

couleur rose.

-ONPG': apparition de
couleur jaune.
-Catalase” : absence de

bulles de gaze (O,).

d’une ramification.
-Urée d’indole: addition
du réactif kovax
I’absence d’un anneau
rouge (Indole").

- Citrate™: absence du
virage du couleur.

- TSI: la couleur ne
change pas
complétement (lactose”
glucose+ saccharose’),
I’absence du gaz (gaz’)
et I’absence de la zone
noire (H,S").

- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du
couleur vers le rouge

pour rouge de méthyle.

d’une ramification.
-Urée d’indole: addition
du réactif kovax
I’absence d’un anneau
rouge (Indole").
-Citrate': virage du
couleur vers le bleu vert.
-TSI: la couleur ne
change pas
complétement (lactose-
glucose” saccharose’),
I’absence du gaz (gaz’) et
I’absence de la zone
noire (H,S").
- Clark et lubs: absence
du couleur pour Vpl et
Vp2 et virage du couleur

vers le rouge pour rouge

de méthyle.

Fig.12: Résultat du test

complémentaire
-Oxydase: apparition
de couleur rose.
-ONPG': absence de

couleur jaune.

Fig.16: résultat du test
complémentaire
-Oxydase’ : absence de
couleur rose
-ONPG": apparition d
couleur jaune
-Catalase: apparition de

bulles de gaze (O,).




Chapitre V Résultats et discussions | 2015

+ r
-Catalase : présence de

bulles de gaze (O,).

Espéces Escherichia coli Salmonella paratyphi | Enterobacter aerogenes

Tableau 10 : Résultats macro et microscopique des prélevements 01 et 02.

Milieu Gélose nutitif (GN)
Prélévement 01 site D Prélévement 02 site G
Aspect
macroscopique
Recto Verso Recto Verso
Fig.17: colonies jaunatres. Fig.20: colonies et jaunatres.
Des colonies bombées, lisses, Des colonies plates, réguliéres de la
réguliéres de forme (S) et d’autre sont | g0 (s) jaunatres.
plates avec couleur jaunatres.
Aspect
microscopique L I St :
Fig.18: Bacille a Gram- Fig.21:Bacille a Gram-
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Fig. 19: Résultat du profil

Fig. 22: Résultat du profil

Galerie api 20E biochimique biochimique
-ONPG': jaune -ONPG': jaune
-ADH: jaune -ADH: jaune
-LDC": jaune -LDC": rouge
-ODC": rouge -ODC': jaune
-CIT": bleu -CIT": bleu
-H,S™: incolore -H2S-: incolore
-URE’: jaune -URE": rouge
-TDA": jaune -TDA": jaune
-IND": jaune -IND": rouge
-VP: incolore -VP": rouge
-GEL": incolore -GEL": incolore
-GLU": jaune -GLU": jaune
-MAN": jaune -MAN+: jaune
-INO": jaune -INO": jaune
-SOR": jaune -SOR": jaune
-RHA': jaune -RHA": jaune
-SAC": jaune -SAC": jaune
-MEL": jaune -MEL": jaune
-AMY " jaune -AMY": jaune
-ARA": jaune -ARA": jaune
-NO,": rouge -NO2": rouge
-MOB ":mobile -MOB'": Immobile

Espéces Octobacter faemeri Klebsyella oxytoca
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V.1.2 Résultats de la recherche des staphylocoques

Les résultats de la recherche des staphylocoques sont représentés dans le tableau suivant

Tableau 11 : Résultats d’identification des souches de staphylocoques isolée des

prélévements 01 et 02.

Milieu Chapman

Préléevement 02
Site B

Aspect

macroscopique

\
Recto Verso
Fig. 23: colonies

jaunatres.

Des colonies plates
régulieres de forme (S)
jaunatres avec une

transformation du

couleur vers le jaune.

Aspect

microscopique

Fig. 24: Cocci a Gram+

€n amas

Prélévement 02

Site F

Recto Verso
Fig. 26: colonies

jaunatres.

Présence des colonies
Jjaunatres bombées petite
et grande taille ; avec une
transformation du

couleur vers le jaune.

Verso

Recto
Fig. 30: colonies

blanchatres.

Des colonies plates,

réguli¢res blanchatres.

Fig. 27:Cocci a Gram+

€n amas

Galerie classique/

api Staph

Fig. 25: Résultat du

profil biochimique.

-O : incolore

-GLU": rouge

Fig. 28 : Résultat de

galerie classique.
-Manitol mobilité+:

virage du couleur vert le

€n amas

Fig. 32 : Résultat du

profil biochimique.

-O’: incolore

-GLU":jaune
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-FRU': rouge jaune avec ramification | -FRU :rouge
-MNE": rouge -Urée d’idole: avec -MNE": rouge
-MAL": rouge addition du réactif kovax | -MAL": jaune
-LAC": rouge I’absence d’un anneau -LAC "rouge
-TRE": rouge rouge (indole’ -TRE": rouge
-MAN': rouge -Citrate+: virage du -MAN'": rouge
-XLT": jaune couleur vers le bleu vert. | -XLT": jaune
-MEL': rouge - TSI: transformation de | -MEL": jaune
-NIT" : rouge couleur (lactose glucose” | -NIT": incolore/use
-PAL" : violet saccharose’) la présence | -PAL": jaune
-VP": incolore/rose du gaz (gaz") et I’absence | -VP": incolore/rose
RAF": rouge du zone noire (H,S-) -RAF: rouge
--XYL": rouge - Clark et lubs: absence -XYL": rouge
-SAC": rouge du couleur pour Vplet |-SAC :rouge
-MDG': jaune Vp2 et virage du couleur | -MDG': rouge
-NAG": rouge vers le rouge pour rouge | -NAG ":rouge

-ADH: orange/violet
-URE-: rouge/violet

de méthyle.

Tests

complémentaires

-ADH":Orange/rouge
-URE': jaune

Fig. 29: Résultat du test

complémentaire

-Oxydase: virage du
couleur rose

-ONPG": apparition d
couleur jaune
-Catalase: apparition de

bulles de gaze.

Espéces

Staphylococus lentus

Staphylococcus auerus

Staphylococus xylocus
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V.1.3 Résultats de la recherche des coliformes totaux

Les variations du nombre de coliformes totaux dans les différentes sites, situées sur

le lac Oubeira sont illustrées dans la figure si dessous.

50 Pruélevement i
Prélevement O1 (Maxns ) J 02 (Auit)
20000 10000
20000 - 10000 - =
18000 - 9000 -
£ 16000 - T 8000 - 7500
= >
[ o
£ 14000 - g 7000
w S
% 12000 - A & 6000 - mE
5 x
© 10000 - 3 5000 -
5 = =B g mF
o 8000 -4 M c £ 4000 - "G
E 6000 - £ 3000 -
S mD § H
% 4000 - 2500 % 2000 -
1500 700
® 2000 - l 1icl)o ° 1000 - 400
0 e F W 0 —__am o
A B C D lessites E F G H les sites
Fig.33 : variation de la présence des Fig.34 : variation de la présence des
coliformes totaux durant le mois de Mars coliformes totaux durant le mois d’Avril
en fonction des sites des eaux du lac en fonction des sites des eaux du lac
Oubeira (prélevement 01) Oubeira (prélevement 02)

La forte concentration des coliformes totaux a été enregiste au niveau du siteA
(20000gemes/ml) tandis que la valeur minimale est enregistré au niveau du site F
(400germes/ml),ce qui explique la présence des bactéries a I’origine d’une contamination

récente par la matiére fécale des animaux.
V.1.3 La recherche des coliformes fécaux (Escherichia coli)

L’isolement des coliformes fécaux se fait dans le milieu exempt d’indole a 44°C
pondant a 24h a bin marin. Les variations du nombre des bactéries des coliformes fécaux

dans les différents sites situés sur lac Oubeira sont présentées dans les figures si dessous.
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Pnélevement 01 (Maxs ) Prélevement 02 (Uuil)
400 2000
400 “ 2000 l
T 350 - 200 z 18007 —
- - 1600 -
£ E 1400 -
an [
x 250 1 mA || x 1200 - mE
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Fig.35 : variation de la présence des
coliformes fécaux durant le mois de
Mars en fonction des sites des eaux du
lac Oubeira (prélevement 01)

Fig.36 : variation de la présence des
coliformes fécaux durant le mois d’Avril
en fonction des sites des eaux du lac
Oubeira (prélevement 02)

La valeur la plus élevé pour les coliformes fécaux a été enregistré au niveau du

site G (2000germes/ml) ce qui explique I’abondance de ses germes grace a la présence

d’une contamination fécale.

V.1.4 La recherche des spores de clostridiums sulfito-réducteurs

La gélose viande foie est utilisée pour le dénombrement des spores de
clostridium sulfito-réducteurs dans 1’eau du lac Oubeira a 37°C pondant 24 heures. Les

variations des colonies de germes sulfito-réducteurs dans les différents sites situés sur lac

Oubeira sont présentés dans les figures si dessous.
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Fig.37 : variation de la présence des Fig.38 : variation de la présence des
bactéries anaérobie sulfito-réductrices bactéries anaérobie sulfito-réductrices
durant le mois de Mars en fonction des durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 01) (prélévement 02)

La concentration la plus faible des bactéries anaérobie sulfito-réductrices a été
enregistrée au niveau du site C (1300germes /ml) durant le mois de mars, par contre la plus
¢levé au niveau du site F (40000 germes/ml) durant le mois d’avril ce qui exprime que ce

dernier contient une contamination fécale ancienne.
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V.2 Identification fongique

L’aspect macroscopique et microscopique des especes fongiques dans les milieux

de cultures sont présentées dans les tableaux suivants.

Tableau 12 :Aspect macroscopique des filaments fongiques a partir de plusieurs milieux.

Milieu de | Site A Site B Site C Site D Site E Site F Site G Site H
culture
Czapek Absence | Des Absence | Absence | Des Des Absence | Des
simple de filaments | de de petits petits de petits
[a25°C culture. | verdatres | culture. | culture. | mycéliu | mycéliu | culture. | mycéliu
pd01-05 et ms de ms de ms de
jour]. blanchatr couleurs | couleurs couleurs
es de marron | noirs. marron.
petites et noirs.
tailles.
Czapek Absence | Absence | Absence | Quelque | Des Quelque | Petit Des
concentré | de de de hyphe de | hyphes | petites hyphe de | petits
[a25°C culture. | culture. | culture. | couleur |de hyphes couleur | hyphes
pd01-05 blanc et | couleur | marron. | marron. | marron.
jour]. noir. blanc et
noir.
sabouraud | Colonies | Des Des Des Des Mycéliu | Mycéliu | Mycéliu
[& 25°C | grands colonies | colonies | colonies | mycéliu | ms ms de ms de
pd01-05 tailles grandes | grandes | blanchatr | ms bombées | couleurs | couleurs
jour]. avec des | tailles de | tailles es blanc, de blanc, blanc,
colonies | couleur |bombées | grandes | marrons | couleur | marron, | marron,
blanchatr | blanchatr | de tailles. et noirs. | vert et et noir. vert et
es de es. couleurs petites noir.
petites blanchatr mycéliu
tailles. es. ms noir
et blanc.
TGEA Absence | Des Des Absence | Des Des Absence | Absence
[a25°C de colonies | colonies | de filaments | filaments | de de
pd01-05 culture. | bombées | blanchatr | culture. | noirs de culture. | culture.
jour]. avec es petites petites couleur
couleur | tailles. tailles. noir et
blanchatr des
es. colonies
blanchatr
es.
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Tableau 13: Aspects macroscopiques et microscopiques des analyses fongiques.

Milieu de

culture

Aspect macroscopique

Czapek
Simple

Recto Verso
Fig. 39: Aspect
macroscopique
Des petits filaments de

couleur marron.

Czapek

Concentré

Verso

Recto
Fig 41 : Aspect
macroscopique des
mycéliums
Des petits filaments de

couleurs noir et blanc.

Sabouraud

Recto Verso
Fig.43 : Résultat d’aspect
macroscopique des

mycéliums.

Une variation de couleur
dans le mycélium : blanc,

marron, vert et noir.

bleu.

Aspect Microscopique Especes
Aspergillus
glaucus

Fig. 40 : Aspect
microscopique
Des thalle présente des
micilium closonné.
Aspergillus
flavus
Fig. 42 : Aspect
microscopique
Des filaments de couleur
Aspergillus

Fig. 44: Résultat d’aspect

microscopique

Des filaments de couleur

bleu.

> J fumigatus
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Penicillium
notatum

Recto Verso :
Fig. 45 : Résultat d’aspect | Fig. 46: Résultat d’aspect
macroscopique des microscopique
mycéliums.

TGEA Aspergillus

niger

Recto Verso

Fig.47 : Résultat d’aspect
macroscopique des
mycéliums.
Des petits mycéliums de

couleurs blanchatres.

Fig. 48:Résultat d’aspect

microscopique

Des filaments de couleur
bleu.
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V.3 Paramétres physico-chimiques

Notre travail a été réalisé au niveau de la station d’épuration de Guelma durant

deux mois (Avril et Mai) pour déterminer les parametres physicochimiques mentionnés

dans le tableau.

Tableau 14 : les différents donnés des parameétres physico-chimiques des prélévements

des sites du lac Oubeira.

Prélévement 01

Prélévement 02

Site A | Site B | Site C | Site D | Site E | Site F | Site G | Site H
Température 12 14.7 14.1 20.1 19.03 | 189 |20 22
Conductivité ps/cm | 668 355 358 350 375 435 377 365
Turbidité 333 312 322 345 298 355 318 328
Matiéres en 52 100 44 64 572 1160 |24 60
suspensions (MES)
(mg/1)
Potentiel hydrogéne | 11.33 | 12 9.61 7.11 13 6.51 10.24 | 9.12
(pH)
Oxygéne dissous 020 (022 |0.17 |0.10 [0.18 |0.13 0.23 0.11
(mg/1)
Matiéres organiques | 6.5 7 6.8 7.3 6.7 7.5 7.1 7.7
(MO) (mg/1)
Calcium (mg/1) 28.50 |30.01 |31.88 |28.13 |27.62 |29.89 |2525 |30.96
Magnésium (mg/l) 7.91 9.08 8.71 722 | 7.03 8.60 | 7.4l 8.15
Chlorure (mg/1) 45.8 50.7 | 489 412 |[553 |43.6 |46.1 57.5
Demande chimique | 184 |[55.2 |46 552 [ 312.8 | 6624 |46 36.8

en oxygeéne (DCO)
(mg/l)
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V.3.1 Paramétres physiques

» Température
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Fig.49 : variation de la température Fig.50 : variation de la température
durant le mois de Mars en fonction des durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira sites des eaux du lac Oubeira
(préléevement 01) (prélevement 02)

Les valeurs de la température variée d’un site a 1’autre ; ou la plus élevé a été
enregistré au niveau du site D(20.1°C) et la plus bas au niveau du site A (12°C) pour le
premier prélévement, par contrepour le prélevement 02 la plus élevé au niveau du site H
(22°C) et la plus bas a été enregistré au niveau du site F (18.09°C), ou la moyenne entre les
sites est17.50°C ;d’aprés 1’organisation mondiale de la santé (OMS) on remarque que la

température est normale dans les deux prélevements.
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> La Conductivité
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Fig.51 : variation de la conductivité
durant le mois de Mars en fonction des

sites des eaux du lac Oubeira (prélévement
01)

Fig.52 : variation de la conductivité
durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(préléevement 02)

Les valeurs la conductivité variée d’un site a ’autre ; ou la plus élevé a été
enregistré au niveau du site A (668us/cm) et la plus bas au niveau du site A (350us/cm)
pour le premier prélévement, par contre pour le prélévement 02 la plus €levé au niveau du
site F (435us/cm) et la plus bas a été enregistré au niveau du site H (365uS/cm),avec une
moyenne entre les sites est (668us/cm) ;d’apres 1’organisation mondiale de la santé (OMS)

on remarque que la concentration trés forte car sont en contact avec des roches trés

solubles chargées en sels minéraux.[4]
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» Turbidité

Puélevement O (Mars )
345
345 -
340 -
335 - 32
2 30 | B
E 330 -
2 325 - 322
:E S
£ 320 -
>
* 315 - 312
310 - l
3057 mm
oo | W M
295 ; . : .
A B C D les sites

Pruélevement 02 (Uunil)

w

360 - 2>
350 -
340 -
330 -
320 -
310 -
300 -
290 -
280 -
270 -
260

328

mE

mF

turbidite NTU

BG

-

i
298 I
E F

318
G

H les sites

Fig.53 : variation de la turbidité durant le
mois de Mars en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 01)

Fig.54 : variation de la turbidité durant le
mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les valeurs de la turbidité variée dans les huit sites avec une petite différence de

57mg/1 entre le minimale et la maximale turbidité ; dont la plus élevé a été enregistré au

niveau du site F(355NTU) et la plus bas au niveau du site E (298NTU) pour le prélévement

02, et pour le prélevement O1les valeurs sont tés proches entre 312NTU du site B et

345NTU du site D. d’apres ‘organisation mondiale de la santé (OMS) ont constaté que les

eaux du lac Oubeira sont polluées et trouble.[34].
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» Matiéres en suspensions (MES)

Pnélevement O1 (Mars ) Pnélevement 02 (Uunil)
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Fig.55 : variation de la matiére en Fig.56 : variation de la matiére en
suspension (MES) durant le mois de suspension (MES) durant le mois
Mars en fonction des sites des eaux du d’Avril en fonction des sites des eaux du
lac Oubeira (prélévement 01) lac Oubeira (prélevement 02)

La valeur maximale de la matiére en suspension (MES) est enregistrée au niveau
du site F (1160mg/l) c’est trés €levée peut €tre causé par les pluies, et la plus faible au
niveau du site G (24mg/l)d’apres les résultats on remarque qu’il ya une variation dans les
valeurs de la matiére en suspensions avec une moyenne de (260mg/I)qui dépasse les nomes

de I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS).[34].
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V.3.2 Les paramétres chimiques

> Potentiel hydrogéne (pH)
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Fig.57 : variation du potentiel hydrogeéne
(pH) durant le mois de Mars en fonction
des sites des eaux du lac Oubeira
(préléevement 01)

Fig.58 : variation du potentiel hydrogeéne
(pH) durant le mois d’Avril en fonction
des sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 02)

On remarque qu’il ya une augmentation dans les valeurs du pH durant le mois de

Mars par contre il ya une dans les valeurs durant le mois d’Avril qui explique leur

influence surla photosynthése. [33].
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» Oxygene dissous
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Fig.59 : variation d’oxygene dissous
durant le mois de Mars en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(préleévement 01)

Fig.60 : variation d’oxygene dissous
durant le mois d’Avril en fonction des
sites des eaux du lac Oubeira
(prélevement 02)

Le taux d’oxygene le plus élevé a été enregistré au niveau du site G (0.23mg/1) et
le plus bas au niveau du site D (0.1mg/l), avec une moyenne de 0.17 mg/l qui traduit la
présence de la matiére organique qui permette le développement des plantes aquatiques et

les algues dans les eaux du lac Oubeira. [35]
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» Matiéres organiques (MO)
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Fig.61 : variation de la matiere organique | Fig. 62 : variation de la matiére

(MO) durant le mois de Mars en fonction | organique (MO) durant le mois d’Avril
des sites des eaux du lac Oubeira en fonction des sites des eaux du lac
(prélévement 01) Oubeira (prélevement 02)

La mati¢re organique variée d’un site a autre ; la quantité¢ la plus élevé a été
enregistré au niveau du site D(7.3mg/l) et la plus bas au niveau du site A (6.5) pour le
prélevement 01, et pour le prélévement 02 la plus élevé au niveau du site H (7.7) et la plus
bas a été enregistré au niveau du site E(6.7), ce qui explique les activités humaines et les
matieres susceptible d’€tre rencontrées dans les eaux qui sont dues a la décomposition

d’origine animale ou végétale, ¢laborés sous I’influence des microorganismes. [34]
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> Calcium

mois de Mars en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 01)

mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 02)
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Fig.63: variation de calcium durant le Fig.64 : variation de calcium durant le

plus ¢élevé a été enregistré au niveau du site C(31.88mg/l)durant le mois de Mars et la plus

bas au niveau du site G (25.25mg/l)durant le mois d’Avril, avec une moyenne de

Les valeurs de calcium variée dans les huit sites des deux prélévements; dont la

(29.03mg/1) ; ce qui explique leur influence sur la dureté de I’eau. [34]
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» Magnésium

Puélevement O (Mars ) Pnélevement 02 (Uunil)
8,6
10 9 A /
908 ¢ [ ] 815
9 - — 8 1 I 7,41
8 - 7,22 i
M 27| @
.S 7 - - - .S 6 | I I I
B 6 2 BE
c = 5 -
bo bo
Bl = 11 P
4 1 mm 5G
N 3
5 Ol =1 I H
2 1 o NN
B BN
O -I -I L} I/ O T T 1 I/
A B C D les sites E F G H les sites

Fig.65 : variation du magnésium durant Fig.66 : variation du magnésium durant
le mois de Mars en fonction des sites des | le mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 01) eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les valeurs de magnésium variée dans les huit sites des deux prélévements; dont
la plus ¢élevé a été enregistré au niveau du site 02 (9.08mg/1) et la plus bas au niveau du site
05 (7.03mg/1) avec une moyenne de (8.23mg/l),cette variation explique 1’existence des

roches sédimentaires rencontrées par les eaux lors de I’écoulement du Lac Oubeira. [34]

> Chlorure
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Fig.67 : variation du chlorure durant le Fig.68 : variation du chlorure durant le
mois de Mars en fonction des sites des mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévementO1) eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les valeurs de chlorure variée dans les huit sites des deux préleévements; dont la
plus €levé a été enregistré au niveau du site H(57.5mg/1) et la plus bas au niveau du site D
(41.2mg/l) avec moyenne de (48.13mg/l). D’apreés 1’organisation mondiale de la santé

(OMS) en remarque que ces valeurs sont élevées et dépasse les normes normales des eaux.
[34]
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» Demande chimique en oxygene (DCO)
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Fig.69 : variation de la demande

chimique en oxygene (DCO) durant le
mois de Mars en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélevement 01)

Fig.70 : variation de la demande

chimique en oxygeéne (DCO) durant le
mois d’Avril en fonction des sites des
eaux du lac Oubeira (prélévement 02)

Les sites présentent des valeurs variantes entre 18.4mg/l - 57.5mg/l avec une

moyenne de 45.21mg/l ce qui explique la présence des composés azotés provenant des

rejets industriels, leur décomposition par des bactéries nitrifiants. [35]
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Discussion générale

Lac Oubeira fait partie du complexe d’El Kala sont des zones humides se
caractérisent par se faune et flore diversifies malheureusement sont touchés par une
double pollution une chimique par la présence de plusieurs types des éléments toxique leur
origine les déchets industrielle tel que la matiére en suspension, et autre bactériologique
par ’existence de plusieurs genre pathogeénes responsables aux maladies transmissibles

graves.

D’apres notre étude le lac Oubeira est subdivisé en 4 sites selon la situation

géographique ou on remarque les points communs dans la forte concentration des sites :

Site 1 : présente une forte concentration de deux éléments conductivité et la turbidité se
qui explique la dégradation énorme de la matiére organique qui influence directement sur

la minéralisation.

Site 2, 5 et 6 : la concentration de la demande biochimique en oxygene est ¢levé se qui
traduit I’existence de plusieurs types de bactéries qui sont aérobies on leur type respiratoire
nécessite la présence d’oxygene tel que E. coli responsable a I’intoxication alimentaire et

Salmonella paratyphia la fiévre paratyphoide.

Site 3, 4 et 8 : une forte concentration de la matiére organique traduit 1’existence de
plusieurs especes fongiques telles qu’Aspergillus niger, Aspergillus flavus, pinicillium

notatum, qui €laborent des enzymes de dégradation pour avoir leur développement.




Conclusion 2015

Le lac oubeira est une zone humide trés importante en Algérie présente, avec
I'ensemble du complexe lacustre du parc national d'El-kala, des valeurs écologiques

et des richesses naturelles considérables a 1'échelle mondiale.

L’objectif principal de notre travail est d’évaluer le risque de contamination des

eaux du lac Oubeira a partir des analyses bactériologiques et physico-chimiques.

Les résultats ont révélés la présence d’une forte concentration de deux éléments
conductivité¢ et turbidité au niveau du site 1, une concentration élevée du magnésium site 2
chlorure, calcium au niveau du site 8 exprime un milieu favorable pour le développement
d’un taux important de bactéries pathogenes tel que (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus lentus) d’autre d’origine fécale par la présence des E.coli, et d’autres
fongiques qui peuvent étre toxiques (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus

glaucus, piniciliume notatum ).

A la lumiére des résultats obtenus, on peut distingue que 1’eau du lac Oubeira est
polluée. Donc la consommation des ces eaux capable de provoqué des grands problémes
sanitaires.

Pour terminer notre travaille on suggérant d’autre perspectives tel que :
-Utilisation des stations d’épuration.

-sensibiliser les gens pour 1’utilisation des eaux non contaminé pour I’irrigation.
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Annexes
Annexe I : préparation des Milieux de culture et réactifs

1 - Milieu de culture :

» bouillon lactosé au bromocrésol-pourpre (BCPL) : il permet de rechercher et de
dénombrer les coliformes, par la fermentation du lactose et la production de gaz.

e Simple concentration :

PP N ..ot 5 g/l
Extrait de viande ..........c.oiiiiiii e e 3 g/l
I3F2 Tt 0 £ 5 g/l
Pourpre de bromocrésol..........oouviiiiiii i 0.025 g/l.
Eau distillée. .....ooneii i e s 1000 g/1.

pH final = 6, autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

» Czapeck Simple :

NaAOH 3 2g
K2H PO lg

KL e 0.5g.
MESO4, TH2O ..o e 0.5g
FeSO4, TH2O ..o e 0.01g
ZNSOA, TH2O ..o e 0.005g
CUSOA, TH20 e e 0.01g
SACCRATOSE ...ttt e 30g

N . | O 20g

Bau diStIllE ..o, 1000ml



» Czapeck Concentré

NaAOH B e 30g
K2 H PO . 20g
] 10g
MESO4, TH2O ..o e .10g.
FeSO4, TH2O . ..o e 0.2g.
SACCATOSE ...ttt e 30g.
N . | 20g
Eaudistille ... 1000ml

> Bouillon nitrate réductase

Infusion Coeur-Cervelle..ivuiiiiieiiniiiiiiniiiiieiiniummmieiereieniosesenssnsossssnsonssssans 25.0g
NILrate S€ SOATUML. ... .vit ettt et et e e e e e e e e e e e e e eaene s 10.0g
Eau distill€e..cuiiuiieiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it ecn et e s s e eenanee 1L

» Milieu TSI

. 12¢g
Extrait de boeuUT. ... ..o 3g

EXtrait de LOVUIe. .. oo e e e 3g
o] 01 1) L P 20g
 3E2 Tt 0 10g
SACCRATOSE. . ...ttt e 10g
2 L 5S¢
GlUCOS . ..ttt e e lg
(O3 11l 153 0 8 (0| L 1< U 3g
Thiosulfate de SOdIUML. ... ..ot e 3g
Rouge de phénol....... ..., 0.025¢g



Annexe 11 :

% Tableau de lecture de la galerie miniaturisée api 20E

ONPG Ortho-nitro- Beta-galactosidase Incolore Jaune
phenyl-galactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
ODC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium | Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
H,S Thiosulfate de Production d’H,S Incolore/grisatre | Dépot noir/fin
sodium liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane Tryptophane désaminase
IND Tryptophane Production d’indole jaune Marron foncé
VP Pyruvate de Production d’acétoine
sodium Incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
NO3-NO, Tube GLU Production de NO,
Réduction au stade N» jaune Rouge




% Tableau de lecture de la galerie miniaturisée api staph

Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positif Rouge Jaune
FRU D-fructose Acidification a partir du
MNE D-mannose carbohydrate
MAL Maltose
LAC Lactose
TRE D-tréhalose
MAN D-mannitol
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
NIT Nitrate de potassium Réduction des nitrates en NIT 1+ NIT 2/ 10 mn
nitrites Incolore/ rose ‘ Rouge
PAL B-naphtyl ac.phosphate Phosphatase alcaline ZYMA+ZYM B/ 10 mn
Jaune ‘ Violet
VP Pyruvate de sodium Production d’acétyl VP1+VP2/10 mn
Méthyl-carbonyl Incolore/rose Violet /
rose
RAF Raffinose Acidification a partir du Rouge Jaune
XYL Xylose carbohydrate
SAC Saccharose
MDG a-méthyl-D-
glucosamine
NAG N-acétyl- glucosamine
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rou
URE Urée Uréase Jaune Rougz/viol
et




Table de Mac Grady

2tubes par dilution 3tubes par dilution
Nombre Nombre Nombre | Nombre | Nombre | Nomb | Nombre | Nombre
caractéristiques | de cellule | caractéri de caractéri | re de | caractéri de
stique cellule | stique cellule | stique cellule
000 0.0 000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.5 001 0.3 202 2.0 310 4.5
010 0.5 010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.9 011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.9 020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.6 100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 1.2 101 0.7 221 3.0 321 15.0
110 1.3 102 1.1 222 3.5 322 20.0
111 2.0 110 0.7 223 4.0 323 30.0
120 2.0 111 1.1 230 3.0 330 25.0
121 3.0 120 1.1 231 3.5 331 45.0
200 2.5 121 1.5 232 4.0 332 110.0
201 5.0 130 1.6 300 2.5 333 140.0
210 6.0 200 0.9 301 4.0
211 13.0
212 20.0
220 25.0
221 70.0
222 110.0
5 tubes par dilution
Nombre Nombre | Nombre Nombre Nombre | Nomb | Nombre | Nombre
caractéristiques | de caractéristiq- | de cellules | caractér | re de | caractéri | de
cellule | ues istiques | cellul | stiques cellule
e
000 0.0 203 1.2 400 1.3 513 8.5
001 0.2 210 0.7 401 1.7 520 5.0
002 0.4 211 0.9 402 2.0 521 7.0
010 0.2 212 1.2 403 2.5 522 9.5
011 0.4 220 0.9 410 1.7 523 12.0
012 0.6 221 1.2 411 2.0 524 15.0
020 0.4 222 1.4 412 2.5 525 17.5
021 0.6 230 1.2 420 2.0 530 8.0
030 0.6 231 1.4 421 2.5 531 11.0
100 0.2 240 1.4 422 3.0 532 14.0
101 0.4 300 0.8 430 2.5 533 17.5
102 0.6 301 1.1 431 3.0 534 20.0
103 0.8 302 1.4 432 4.0 535 25.0
110 0.4 310 1.1 440 3.5 540 13.0
111 0.6 311 1.4 441 4.0 541 17.0
112 0.8 312 1.7 450 4.0 542 25.0




120 0.6 313 2.0 451 5.0 543 30.0
121 0.8 320 1.4 500 2.5 544 35.0
122 1.0 321 1.7 501 3.0 545 45.0
130 0.8 322 2.0 502 4.0 550 25.0
131 1.0 330 1.7 503 6.0 551 35.0
140 1.1 331 2.0 504 7.5 552 60.0
200 0.5 340 2.0 510 35 553 90.0
201 0.7 341 2.5 511 4.5 554 160.0
202 0.9 350 2.5 512 6.0 555 180.0
Annexe III :

Tableau : Grille d’appréciation de la qualité de I’eau en fonction de la température.

Température Qualité des eaux Classe
<20°C Normale 1A
20°C-22°C Bonne 1B
22°C-25°C Moyenne 2
22°C-30°C Meédiocre 3
>30°C Mauvaise 4
Tableau : Qualité des eaux en fonction de la conductivité électrique.
Conductivité électrique (us/cm) | Qualité des eaux Classe
CE<400 Normale 1A
400<CE<750 Bonne 1B
750<CE<1500 Passable 2
1500<CE<3000 Meédiocre 3

I. Les appareils utilisés :

-Agitateur (ISO 9002).

-Balance analytique (BP 2215 SARORIUS).

-Bain marie (FALC M38545).

-Dissecteur (GL).




-Dispositif de filtration sous vide on sous pression.
-Etuve (INCUCELL).

-Multi paramétre.

-Microscope optique (MOTIC SFC-18).
-Oxymétrie (YSI550).

-pHmetre (HANNA 209).

-Turbidimetre (TN-100).

-Plaque chauffant (CERAN ISO 9000).
-Chronometre numérique (NOVO).

-Autoclave (SANO clan K1-7-3).

II. Les matériels utilisés :

-Anse de platine.

-Béchers.

-Boite des pétris.

-Burettes.

-Capsule en porcelaine.

-Cuvette de verre incolore de 50 nm.
-Erlen-Meyer au col large

-Flacons en verre de250 ml.
-Glaciere.

-Lames et lamelles.

-Membrane de filtration.

-Papier hygiénique.

-Pipettes graduées (1 ml, 10 ml, 15 ml).

-Pipette pasteurs.

ITI. Matériels et réactifs des paramétres physicochimiques :

I-1 Matériels

-Dispositif de filtration (pompe a vide ou sous pression).
-Disques filtrants en fibre de verre (filtres de Wattman).
-Etuve réglable a 105-110°C et 175-185°C.

-Dessiccateur



-Flacons en verre a bouchon rodé de 150 ou 250 ml.

-Enceinte thermo statée (étuve) a 20°C, plus ou moins 1°C.

-Matériel nécessaire pour le dosage de I’oxygeéne (oxymétrie).

-Barboteur.

-Appareil a reflux composé d’un ballon a fond plat de 250 ml a col rodé et d’un
réfrigérant adaptable réservé exclusivement a la détermination de le DCO.
-Spectrophotometre.

-Béchers.

-Papier filtre.

-Pipetes gradées.

-Fiole jaugée 200ml.

-Appareil a distiller par entrainement de la vapeur.

-Verrerie.

-Autoclave.

I-2 Réactifs
-Solution de chromate de potassium a 10%.
-Solution de nitrate d’argent N/10.
-Solution d’acide sulfurique a 50%.

-Solution de permanganate de potassium N/80 (1 ml de la solution N/80 correspond

a0, 1g d’oxygene).

-Solution d’acide oxalique.

-e N/80 a partir d’une solution de N/10 récemment titrée.
-Solution d’EDTA N/50.

-Noir urochrome T.

-Indicateur coloré d’urochrome T.

-Solution tampon : Ammoniaque a 34%.

-Indicateur coloré d’hydroxyde de sodium a 2N.

-Solution de phénolphtaléine dans I’alcool a 0.5%.



-Eau permutée exempte d’an hydrique carbonique libre (par ébullition de 15 min).
-L’eau distillée.

-Eau de dilution.

-Eau d’ensemencement.

-Solution de sulfate d’argent AgSO4.

-Solution de féronie.

» Solution de fer 0.7 g
» Eau permutée g.s. 100ml
» 1,10-phénanthroline 1.5g

-Sel de mohr (sulfate de fer et d’ammonium).
-Sulfate mercurique cristallisé
-Solution de salicylate de sodium.

- Solution tartrate.

-Solution Zambelli.

-Anti-mousse (silicone).

-Réactif Nasser.

-Acide ascorbique a 5%.

-Chlorure de potassium.

-Solution de molybdate d’ammonium.
-Réactif de phosphate.

-Solution de minéralisation.

-Persulfate de potassium 3g.



Résumé

Le lac Oubeira présente, avec 1'ensemble du complexe lacustre du parc national dEl kala, des
valeurs écologiques caractérisé par la présence des plusieurs especes rares, et des richesses
naturelles considérables a 1" échelle mondiale.

Notre étude a été basée sur deux types d’analyses physico-chimiques, et microbiologiques.
Les résultats montrent la présence d’une forte concentration de deux éléments chimique
conductivité et la turbidité au niveau de site 01, une concentration élevée de la demande
biochimique en oxygeéne au niveau des sites 2 et 7. Se qui traduit 1’existence de plusieurs types
des bactéries pathogeénes tel que E. coli et Salmonella paratyphi. Et autre espéces fongique
responsable a des maladies respiratoire et cutanées (4Aspergillus niger penicillium notatum).

Mots clés : Lac Oubeira, analyse microbiologique, analyse bactériologique. Les
parametres physico-chimiques

QY\Q]‘ICPC Y\]’\‘ICI‘{"{\_I‘]’\;I’Y\I‘(’I]IPC

Abstract

The lake Oubeira with I'ensemble Lake Complex National Park d'El kala, ecological
characterized by the presence of several rare species, and considerable natural resources World
al échelle.

Our study was based on tow types of physico-chemical, and analysis, microbiological. The
results show the presence of a high concentration of two chemical elements conductivity and
turbidity in site 1, a high concentration of the biochemical oxygen demand in the site 2 and 7.
This reflects the existence of several types of pathogenic bacteria like E. coli and Salmonella
paratyphi. And other fungal species responsible for respiratory and skin diseases (Aspergillus
niger, penicillium notatum).

Keywords: Lake Oubeira, analysis bacteriological, Analysis microbiological, analysis
physico-chimical.
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	III.1 La contamination de l'eau

	 La chaleur

	L’augmentation de la température diminue la teneur en oxygène dissous dans l’eau ce qui peut poser des problèmes de respiration pour certains organismes sensibles [30].

	 Les radio-isotopes (pollution radioactive)

	 Le bruit

	Le bruit peut être une nuisance importante, en particulier pour la faune.

	 La pollution lumineuse



