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Liste des abréviations

BCPL : bouillon lactosé au pourpre de bromocresol.
DBO : la demande biochimique en oxygéne.

DBOS : la demande biochimigue en oxygéne apreés Sjours 4 1°abri de la lumicre.
DCO : la demande chimique en oxygene

Heet: Hekioen,

MC: Mac conkey.

MES : matiéres en suspension.

GN; gélose outritive.

PH : potentiel d hydrogene.

SB : Sabauraud.

S8 : Salmonelia, shigella

STEP: station d*épuration

T (°C): la température.
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Infroduction

Introduction :

L’eau est une resseurce vitale pour les €tres vivanits malheureusement, eile est
aujourd’hui devenue une denrée vare précieuse et elle est menacée par une pollution qui
prend des dimensions de plus en plus importante gui est Jiée notamment aux activités

humaines, 2 1"industrialisation et I"urbanisation des milieux dans de nombreux pays.

Toutes ces eaux vont subir une pollution directe apres leur évacuation dans le milieu
naturel, parce qu’ils coniiennent de nombreuse substances toxiques gue les processus
naturels ne réussissent pas 4 décomposer, méme en quantité minime dont certaines

peuvent étre trég nociis.

Pour gérer et protéger la source en eau, il est important de bien connaitre ses
caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques, a partir de ceux-ci, nous pouvons

attribuer aux eaux usées une classe de qualité qui permet d"évaluer son degré de pollution.

Le probléme des eaux usées doit tenir compte du fait que si ces eaux sont utilisdes
avec précaulion ou subisseat un fraitement adapté et de qualité, elles auront une valeur
¢conemique indéniable en terme de rentabilité économigque. Une station d'épuration est en
fait une succession de dispositifs empruntés tour & tour par les caux usées pour en extraire
au fur et & mesure les polluants et pour rendre & la nature une eau suffisamment propre

pour son utilisation firture.

Le but recherché par ce travail est détudier la qualité des eaus usées de la station
d’épuration avant et aprés traitemen! et par conséquent etudier la fiabilité des procédés
uiilisés dans cette station utilisant un precédé fonctionnant avec les boues activées.

Pour cela, nous avons structuré notre démarche en trois parties :
- Une partie bibliographique dans laquelle nous avons présents notre site d’étude.
- Une partie expérimentale ou nous avons effectué des analyses microbiologiques avant
etapres chloration et d’autres physico-chimiques a ’entrée etd la sortie de la STEP de la
ville de Guelma.
- Enfin, une demigre partie résumant les résultats obtenus suivie d’une discussion.
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Chapitre 1 Description du site

L'eau est salie aprés usage : si elle n'est pas traitée avant de rejoindre le milieu naturel,
elle peut lui causer de graves dommages (destruction partielle ou totale de la faune ef de la
flore). La station d'épuration est une véritable "machineg 4 laver 'eau" qui permet de respecter
l'environnement en  rejetant dans le milieu nature] des eaux  propres.
Le but n'est pas de transformer cefte cau de nonveau en ean potable (buvabie par
I'homme).d’ou, il ne faui pas confondre eau potable et eau propre (1).

1. les eaux usées:

Les eaux usées: sont toutes les eaux qui sont de nature 2 contaminer les milieux dans
lesquelles elles sont déversées. Les eaux usées sont des eaux altérées par les activités
humaines 4 la suite d’un usage domestique, indusiriel, artisanal, agricole ou autre. Elles sont
considérées comme pc!'lluéeﬂs- et doivent &fre fraitées. Dans les milieux urbamisés, les eanx
usées sont collectées et acheminées par un réseau d'égout (aussi appelé réseau
d'assainissement). soit dans une station de traifement soit sur un site autonome de traitement
(1).

2. Epuration:

L épuration des eanx est un ensemble de techniques qui consistent & purifier l'eau soit
pour recycler les eaux_usées dans le milieu naturel, soit pour transformer les eaux naturelles
en eau_potable. Une station d'¢puration nettoie les eaux usées avant de les rejeter dans le
milieu naturel. Son principe de fonctionnement, calqué sur celui de la nature, génére des
boues résiduaires qui, si leur qualité le permet, seront utilisées comme fertilisants dans
l'agriculture. Une fois traitées par la station d'épuration, La capacité d'une station d'épuration
se mesure en équivalent habitant (2).

3. Description du site
*La station d’épuration des eaux usées de la ville de Guelma*
3.1, Localisation:

La Station d’épuration des eaux usées de la wilaya de Guelma est fonctionnelle depuis le

28 Février 2008. (Fig. 1)

I
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Chapitre 1 Description du site

' Fig.01 .vue générale de ]a STEP de Guelma

Elle est implantée sur un terrain agricole de 08 Hectares & (01) kilométre environ au
nord de la ville de Guelma, sur le flanc droit de la vallée développée par oued Seybouse, et
sans habitations existantes 4 la proximité. Elle est alimentée par 02 conduites de refoulement,
Pune en diameétre 700 en provenance du premier poste de refoulement SP1 (Oued Maiz),
Pautre en diameétre 500 en provenance du second poste de refoulement SP2 (Oued Skhoane).
(STEP Guelma, 2003)

Station: SP1 (STEP Guelma, 2003)

Débit Global 1575 m¥/h

Station: SP2 (STEP Guelma, 2003)

Deébit Global 1125 m*/h

Compte teriu de la qualité des effluents 3 traiter et du niveau de rejet requis, la
filicre de traitement est du type bones activées & moyenne charge,
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3.2, Caractéristique et Nature des effluents:

La station est alimentée par des effluents d'origine domestique (& hauteur de 199086
Equivalent-Habitants) en 2010.

3.2.1. Nature du réseau:

Les eaux Usées de la ville de Guelma sont collectées graviteraient sur 02 bassing versant
par un ensemble de réseaux d’assainissement existant. Le réseau d’assainissement est du type
unitaire (autrement dit; englobe tout ¢n méme temps; les égouts, les rejets industriels,
individugls... ... ete.).(STEP Guelma, 2003)

3.3. Charges Hydrauliques et Polluant
Les différents nombres de charges a retenir sont (Tab 01);

Tab.01. charge polluante. (STEP de Guelma, 2003)

paramétres | Charge premiére
Phase
Perspective 2010
KG/J [ MGIL
DBO 10 800 338
DCO 16 000 500
MES 14 000 | 438

Tab.02. Charges hydrauliques. (STEP de Guelma, 2003)

Volume Volume | Débit | Débit Débit de | Débit de

Journalier masxi moyen | moyen pointe | pointe
Eaux Usées | journalier temps temps temps temps
(/) temps pluie | sec pluie see plute
(")(w?/) (m*/j) (m*/j) (m*5) | (m*])
| Charge 32 000 43 388 1333 1807 2091 4182

Premiére

Phase

Perspective

2010

(*) Sur la base de 40 jours pluie par an.
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-Notons qu’il existe une différence entre le débit maximum relevé par les 02 postes de
refoulement (2700m*/h) et la capacité maximale de la station d’épuration par temps de
pluie (4182m¥h).

4. Objectif du Traitement (Objectif de 1a STEP)

Le rdle principal de la station de traitement des saux usées est de réduire la pollution « en
nettoyant » les eaux usées domestiques et industriclles de fagon a rejeter a la riviére des eaux
traitées compatibles avec la qualité souhaitée ef dans les normes idéales.

Pour la station de la ville de GUELMA le rejet doii se conformer aux normes ci-aprés:

*DBO: inférieure 4 30 mg/l sur 24h. Sans dépasser 40mg/l sur 02 heures,

*MES:inférieure 4 30mg/l sur 24heures.

*DCO: inférieure & 90mg/l sur 24h sans dépasser 120mg/] sur 02heures.

Ceci conduit aux rendements d’élimination moyens suivant:

*DBO: 91,12%

*MES:93,15%

*DCO: 82,00%

La station permel ainsi de respecter environmement et de produire des boues
(amendement organique ¢t substance fertilisantes utilisés éventuellement en agriculture).

(STEP Guelma, 2003)
5. Les étapes d’épuration :

La dépollution des eaux usées urbaines de la ville de Guelma nécessite nne succession
d’étapes faisant appel 4 des traitements physiques, physico-chimigques et biologiques.
En dehors des plus gros déchets présents dans les caiix usées, I'épuration doit permettre,
au minimum, d"éliminer la majeure partie de la pollution carbonde.
Selon le degré d’¢limination de la pollution et les procédés mis en oeuvre, {rois niveaws de
traitements sont définis. (STEP Guelma, 2003), (Fig 4)

5.1. Prétraitement:
Les prétraitements ont pour objectif d'éliminer les éléments les plus grossiers, qui sont

susceptibles de géner les traitements ultérieurs et d'endommager les équipements. T s'agit des
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déchets volumineux (dégrillage), des sables et graviers (dessablage) et des graisses
(dégraissage déshuilage).

*Le dégrillage:

Les eaux usées, acheminées par des réseaux, passent dans un dégrilleur : une sorte de
tamis qui les débarrasse des matiéres grossiéres et inertes (chiffons, morceaux de bois,
plastiques, feuilles.. ). (Meinck et @/, 1977). Apres nettoyage des grilles par des moyens
mécaniques, manuels ou automatiques, les déchets sont évacués avec les ordures ménagéres.
Le tamisage, qui utilise des grilles de plus faible espacement, peut parfois compléter cette
phase du prétraitement (3). (Fig.2)

* Le dessablage et le déshuilage dégraissage :

Consistent ensuite 2 faire passer ean dans des bassing ou la téduction de vifesse
d’écoulement fait se déposer les sables et flotter les graisses. Linjection des micros bulle
d’air permet d'accélérer la flomation des graisses. Les sables sont récupérés par pompage alors

que les graisses sont raclées en surface (3).

Fig, 02. Prétraitement.

5.2. Traitement primaire:

Le traitement "primaire" fait appel & des procédés physiques, avec décan’' o | s on
moins aboutie, ¢ventuellement assorlie de procodeés physice~-chimigques, o o
coagulation- floculation (2). Ces traitements élimmenit 50 2 60 % des matiérn o womru e

|

mais ne suffisent généralement plus pour sstisfa’te les exigenves fporasine. (=
réglementation actuelle. Avec coagulation et flacuiation dans des decanleus tamella <

peut éliminer jusqu'a 90 % des MES (10). Les principes générans wtilisss so0i i, cojves -
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* Coagulation :

Consiste a déstabiliser des suspensions pour faciliter leur agglomération. Il faut
neutraliser leurs charges de manigre a réduire leur force de répulsion.
on utilise des coagulants organiques @ mélanine formaldéhyde, épichlorohydrine
diméthylamine, polyamides quaternaires, polychlorure de diallyl-dyméthylammonium.

*Floculation:

La floculation a pour but de favoriser, a 'aide d'un mélange lent, les contacts enfre les
particules déstabilisées. Ces particules s'agglutinent pour former un floc qu'on pouma
facilement ¢liminer par décantation. (6).

Les matiéres décan tables se déposent au fond ou flottent 4 la surface par différence de
densité ou aprés adjonction de produits agglomérant les matiéres et accélérant leur flottation

ou leur sédimentation,

La décantation classique est possible lorsque les eaux prétraitées s€journent en eaux
calmes dans le bassin de décantation primaire. Les matiéres en suspension, organiques ou
non, se déposent dans le fond du bassin simplement par graviié. Elles y sont raclées et

évacuées formant ainst les boues primaires (Fig.3).

Fig, 03, Décanteur primaire.

*Neuntralisation ,

Il s’agit d"une opération par laquelle on ajoute 4 une eau a caractere acide ou basigue une quantité

suffisante soit de bases, soit d"acides de maniére 4 neutraliser cette eau.
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*Oxydo-réduction :

L’Oxydo-réduction est une opération par laquelle on ajoute 4 une ean contenant une substance 3
caractére oxydant ou réducteur une guantité suffisante soit d'un réductenr, soit d'un oxydant, de

maniére 4 amener la totalité du polluant vers une forme moins réactive.
“Précipitation :

La précipitation est une méthode utilisée pour éliminer les composés solubles présenis dans les
eatix. Elle est sounvent précédée d’une opération chimique (neufralisation. alcalinisation, oxydation,
réduction). Elle est toujours suivie d'une opération physique qui sépare la phase liquide de Ja phase
solide precipitée (floculation, décantation, filtration) (Imane, 2007).

5.3. Traitement secondaire :

Clest lors de ¢e traitement que s'élimine l'essentiel des agenis polluants dans les eaux

usées @ savoir 'élimination de la pollution carbonée biodégradable,

Ui consiste @ metire en contact l'eau usée avec une biomasse épuratrice qui est en fait un
écosysteme simplifié et sélectionné ne faisant appel qud des micro-organismes. Elle est
constituée d'étre vivants de petite taille, inférieure an millimétre, microflore de bactéries et

microfaune d'animaux, protozoaires ( 10).

Dans le cas des eaux usées urbainegs, on favorise le développement de bactéries aérobies,

autrement dit, qui utilisent oxygéne pour se développer. (7)
If comporte deux étapes principales :
5.3.1. Un traitement biologique :

C'est | partie essentielle du traltement. Les eaux arrivent dans un second bassin
ou sont developpees des cultures de micro-organismes ; les impuretés sont alors digérées par
ces Efres vivanfs microscopiques et transformées en boues. Ce processus naturel est
observable dans les riviéres. Par un brassage mécanique ou un apport d'air, les micro-

organismes se reproduisent trés rapidement (leur nombre double toutes les 10 minutes). Ils s¢
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nourrissent de la pollution organique et du oxygéne de 1'air pour produire du gaz carbonique

et de I'eau. [7]

5.3.2. Une décantation secondaire :
Une décantation permet de recueillir sous forme de boues les matiéres agglomérées par
les bactéries. (Les boues, plus denses que ["eau, tombent au fond du bassin ou elles sont

raclées).

Un clarificateur permet de séparer par décantation ["eau épurée et les boues obtenues lors
des traitements de dépoliution. L eau clarifiée se situant 4 la surface du décanteur est ensuite

dirigée vers un filtre (8) (Fig4).

HAL e B T T J el oo g L= SR OB N ey R =

Fig. 04, Clarificateur.

5.4. Traitement tertizire

Le traitement tertiaire n’est pas toujours réalis¢. Cette étape permet de réduire le nombre
de bactéries, donc de germes pathogénes présent dans 1'eau, ou de réduire d’autres paramétres

de pollution (9) (Fig.05).
Il comporte trois étapes principales :

*élimination de 1"azote

*glimination de phosphore
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Fig. 05. Bassin d’aération.

*Elimination des germes pathogénes (chloration):
*Debit & traiter ; 2,180m%h

*dose de chlore : 05mg/l

*choix de I’'oxydant : NaClO

*Coneentration en chiore actif : 138g/1

*degré chronométrique solution utilisée : 12%

La chloration se fait dansunbassina laide d'hypochlorite de calcium équipée de

chicane pour permetire un temps de contact suffisant (Fig 6).

Fig, 06. Bassin de désinfection.
- Caractéristiques de I’hypochlorite
*Concentration : 12%
*Densité : 1,15g/]

*Cancentration en chlore 4 doser : 138g/]

10
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Fig. 07. Lits de séchage.

6. Points de Rejet (destination):
6.1. L’eau épurée:

Le rejet est réalise dans I"Oned Seybouse situé en contre bas de la station d*épuration a
331 m de distance, les effluents sont achemings jusqu'a 1’Oued par une canalisation de rejet.
(STEP Guglma, 2003)

6.2. Les sous produits issus de I"épuration:

-Boues: Les boues sont épaissies puis hydratées sur lits de séchage avant leur envoi en

deécharge (on auires= utilisation Agricole).

-Les produits de Dégrillage: Les refus de dégrillage sont évacués par un tapis transporteur,

ou ung vis de convovage dans une benne a ordure.
-Graisses et Huiles: Flles sont stockées dans une fosse a graisse avant enlévement.

-Sables: lis sont exiraifs de Iouvrage de prétraitement, séparés de leur eau par un
classificateur, puis stockés dans une benne relevable. (STEP Guelma, 2003)

12
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7. Etude climatique

Les caracténstiques climatiques influencent Jes variations de la qualité des sawx de

surface et par conséquent Jes eaux usées De ce fait il est impératif de connaitre leurs

evolutions dans le temps et dans 1'espace. Aujourd’hui de nombreuses questions se posent

concernant Iavenir de la plancte terre vis-d-vis deés changemenis des caractéristiques

climatiques. Dans cetie partie' nous avons procédé a une étude des variations des paramgfres

influengant directement la qualité des eaux usées de la station d*épuration de Guelma.

Tab 04, Données climatiques de Ia station météo de Guelma (de 19944 2008) :

Jan Fev | mars [avril |mai |juin |juill |[aout |[sep |oct [nov [dec

T°C | Mini | 4.67 494 592 |827 |1217]1597|17.90 [ 19.97 [ 1729 | 13.76 | 913 | 6.27
Max | 20.32 | 16.00 | 19.68 | 22.02 | 25.33 | 32.72 | 36.07 | 36.24 | 31.32 | 2578 | 20.62 | 16.62
Moy, | 12.5¢ | 10.47 | 12.80 | [5.14 | 18.75 | 24.34 | 26.98 | 28.10 [ 24.30 | 19.77 | 1487 | 11.44
Précipitation | 102.27 | 62.77 | 60,12 | 67.71 | 4817 | 16,45 | 296 | 11.86 [ 45.74 [ 37.05 | 7 166 | 81.94

7.1, La pluviométrie :

Les précipitations constituent le premier facteur important dans le cycle de Iean, lear

distribution dans le temps et dans ’espace conditionme la forme des écoulements et les

apports aux nappes.

La précipitation annuelle dans la région de Guelma équivaut 4 : 635mm. D’aprés les

données climatiques. le mois de janvier est ie mois le plus pluvieux avec une précipitation

maoyenne de 102.03 mm, par contre le mois de juillet est le mois le plus sec avec une

précipitation moyenne de 2,96mm. (Fig.08)

13
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Fig. 08. Evolution des précipitations moyennes annuelles

(Station de Guelmai994-2008),
7.2. La temperature:

La température est le deuxiéme ¢lément important dans 1°étude du climat. Elle joue un
role important dans la détermination des paramétres climatiques particuliérement [a
détermination du bilan hydrologique.

A partir de ces donnés nous constatons que le mois d'aofit est le mois le plus chaud
avec une temperature maximale de 36.34°C et que janvier est le mois le plus froid avec une
température minimale de 04.67°C. (Fig.09)

40 ~
35

g
|5 =]
1 4

Température C°
=

16 -

10 -

DL .

S F O EFFE S
temps 5@3" & o

Fig. 09. Evolution des températures maximales annusiles
(Station de Guelmal994-2008).
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7.3. Synthese climatique ;
7.3.1. Diagramme pluvicthérmique de BAGNOULS ef GAUSSEN :

Le diagramme pluviothermique de BAGNOULS et GAUSSEN nous permet de metire
en evidence la répartition des périodes séche et humide de notre zone d’étude. 1l est tracé avec

deux axes d’ordonnées ol les valeurs de la pluyiométrie sont portées 4 une échelle doubie de

celle des températures. (Baghouls et Gaussen. 1957). Ce dernier montre la succession de deux
saisons 'une seche ef I"autre humides. La premiére s’étale du mois de Mai jusqu’zu mois

d"octobre la seconde va du mois de Novembre jusqu’au mois d’avril comprs. (Fig. 10)

8 ONDIJI FMAMI J A

Saison sdche Sy ”1??"3 Saison humide

Fig, 10. Diagramme pluviothermique de BAGNOULS ot GAUSSEN
7.3.2. Quotient pluviométrique d’EMBERGER ;

Cet indice nous aide & définir les 5 types de climat méditerranéen du plus aride
Jusqua celui de haute montagne (EMBERGER, 1955). Il se base sur le régime des précipitations
et des températures et il s’exprime selon la formule suivaute

-

1000. P

Q= [.M*—ml (M - m)

Q2 : quotient pluviométrique dEMBERGER.
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P = Précipitation annuelle moyvenne (mm)

M =Températures des maxima du mois le plus chaud (°K),

m = Températures des minima du mois le plus froid (°K).

Nos calculs donne un Qz=65.70 c¢ qui classe la région de 1'etude dans I'stage bioclimatique

semi-aride a hiver tempéré

Q’.’
2003
190 |
180 4
170
160 1
150 -

140 ¢

Subhmmide

0

60 1 ' :
s .
~" 3 - ' _
0 Aride '
— 0]
]

Saharien
“n
i il 1 1 L L 1 ) 1 1 ) i i i i .
2 -1 o 1 2 4 5 6 8 9 i 11 12 13
Hiver froid Hiver frais| Hiver Hiver chaud
tempeére

Fig.11. Climagramme d'EMBERGER
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Notre étude pratique a été réalisée au niveau de laboratoire de microbiologic du

département de biologie de I'université de Guelma et au niveau de laboratoire de la
STEP de Guelma.

1. Plan de travail

Les différentes étapes effectuées durant notre travail expénmental sont indiquees dans
la (Fig.12)

2. Technique de prélévement

Le prélevement doit s'effectuer dans des conditions d'asepsie rigoureuse. Les
technigques de prélévement sont variables en fonction du but recherché
et de lanature de l'eau d analyser, Pour wne eau de surface (cau
superficielle) :

utiliser de préférence des flacons en verre pyrex munis d'un large col et
d'un bouchon a vise métailique.,
le flacon débouché et immergé complétement en position verticale
renversé en le tenant par fond: il est alors retourné jusqu'a ce que l'ouverture
soit légérement plus haute que le fond et dirigée sans le sens contraire du
courant.
Aprés le prélevement les flacons doivent étre soigneusement rebouchés, il
faut éviter, le fond, la proximit¢ de Ja surface (au moins 30cm) (Guiraud,
1998).
Le flacon ne sera jJamais complétement rempli afin de. permettre

'homogénéisation de I'ensemble au moment de la mise en culture. (Delarras, 2003)

3. Précaution concernant I'échantillonnage

- Les flacons doivent &tre soigneusement étiquetés ef transmis sans retard au

laborateire.
- L'analyse doit seffectuer dans un délai trés court, inférieur a 2h.

- La température de l'ean ne doit pas étre modifiée jusqu'a son traitement au

17
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2~ Aualyse physico-chimigue

Paramétre physique ' ‘ Parametre chimique

el

pH Conductivité DBO3

Température

DCO
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laboratoire. Sile transport dott dépasser lh, il fant utiliser une boite isotherme munie
d'éléments réfrigérants (Guiraud, 1998).
4. Site et période de prélévement

L’objectif de notre manipulation était double: d’une part, contribuer a analyser

I"gau rejetée de la station et @ autre part d’étudier les effets de Ia désinfection par le

chlore. (Fig. 13).

Tab 05 : Site et période de prélevement

Nature de | Lieu de | Nombre  de | Site de prélévement | Date de
prélévement prélévement | prélévement prélévement
Microbiologique | STEP de | -prélévement 1 | -Avant chloration 05-04-2010
Guelma -prélévement 2 | -Aprés chloration | 02-05-2010
Physico- STEP de | Plusicurs -Avant épuration | De  Mars
chimique Guelma prélévements | -Aprés épuration jusqu & Maj

A: Entrée de station.
B: Entrée de bassin de désinfection.

C: Sortie de bassin de désinfection.

Fig,13.Points de prélsvement.
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5. Méthode d"analyse microbiologigue _

Les germes teste recherches sont les coliformes totaux, les coliformes fécaux et
les streptocoques fécaux. Ces germes sont peu ou pas pathogénes, ils sont révélateur
de contamination fécale et entrainent par leur abondance la présomption de
contamination plus dangereuse. Les germes supplémentaires recherchés sont les
staphylocogues et cela pour leur intérét pratique concernant les eaux de baignades.

La méthode de détermination du nombre le plus probable (NPP) par inoculation des
tubes en milien liquide a &t utilisée pour la recherche des germes. La détermination
du nombre caractéristique (le nombre de tubes positifs) permetira I'établissement du
nombre le plus probable 2 'aide de la table de Mc Grady.

{ Rodier et al, 1996)

5.1. Germes totanx :

C'est une estimation du nombre total de germes présents dans 1m! d'eau. Lorsque
des ensemencements avec lml d'eau non diluée sont 4 pratiquér mous agitons
soigneusement et de fagon prolongée I'échantillon pour rémétire en suspension d'une
fagon homogeéne les bactéries, Nous prélevons ensuite Iml de cetie eau que nous
déposons dans une boite de Pétri stérils.

Si la lecture doit porter sur l'eau diluée, nous introduisons dans une série de
tubes stériles comrespondant au nombre de dilutions & vtiliser, 9ml d'eau stérile, Nous
prélevons 1ml de I’échantillon avec une pipette stérile et nous I'sjoutons au premisr
tube, ensuitc nous prélevons de la méme fagon avec une pipette 1ml et nous le
déposons dans une boite de Péiri stérile. Ensuite nous agitons soigneusement le. tube
de dilution au 1/10 ainsi préparé; prélever 4 1'aide d'une nouvelle pipette stérile 1ml
d'eau diluée au 1/10 ef nous le déposons dans le deuxiéme tube, réalisant ainsi la

dilution 1/100,

Une fois la gélose est fondue, il fant la refroidir 4 45-48°C et la maintenit au
bain-Marie 4 cette température. Nous coulons aseptiquement 1z gélose dans la boite de
Pétri, agitons doucement par un mouvemeni circulaire pour assurer an mélange
homogéne de l'eau et de la gélose, sans faire de bulles ef sans mouillir les bords de I
boite. Nous laissons refroidir sur une surface parfaitement horizontale et fraichs.

21


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 11 Marériel et méthodes

Les boites sont mcubées aprés solidification dans une étuve 237°C durant 48h.
(Gharsallah, 2002)

Nous prenons en compte les boites de deux dilutions successives, 4 la condifion
qu'elles contiennent moins de 300 colonies ¢t qu'une boite au moins de la dilution la
plus forte contienne au moins 15 ¢olonies,

Dans gette méthode, si l'on nomme:
-»C : somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues.

-d : taux de dilution de la premigre dilution.

e

Alors:N=
I,1xd
Les résultats sont exprimés en nombre total de bactérie aérobies mésophiles

revivifiables dans 1ml de l'échantillon (Joffin et Noél Joffin ,1999) (Fig.14),

Iml

Eau & ana,lyser

C 06—

5+

Lo

£;

L ml

i

Incubation & 37¢° durant 48h

v

T ectire

I

Dénombrer les colonies sur les boites confenant
entre 30 et 300 colonies

Fig.14, Dénombrement des germes totaux
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5.2. Recherche et dénombrement des coliformes totany, fécaux et identification

(Dénombrement en milieu liquide, NPP)

5.2.1. Principe:
Cette methode est une estimation statistique du nombre de micro-organismes

supposes distribués dans l'san de maniére parfaitement aléatoire (loi de Poisson).
Dans ce type de méthode, les bactéries se multiplient librement dans le milieu liquide

inoculé qui vire & [a" positive" (rouble ou virage de l'indicateur). Un jugement
quantitatif est possible en jouant sur les volumes de la prise d’essai.

La précision s'accroit avec le nomtbre de replicats par dilution. Celle-ci permet,
en fonction du nombre de tubes "positifs" dans chaque série, d'indiguer la valeur

statistique la plus probable "nombre le plus probable NPP" (Rodier, 2005).
5.2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux: Test présomptif ;

Nous faisons une dilution de 1/100 de notre cau-d analyser €nsuite nous prenons
9 tubes de BCPL (Bouillons Lactosé au Pourpre Bromocrésol) simple concentration,
munis d'une cloche de Durham, a raison de 09ml par tube, pour chaque série de
dilution. Aprés l'avoir homogenéiser soigneusement jprélever lml d'eau a analysé a
l'aide d'une pipette Pasteur ef la porter dans le premier tube de la série de dilution
(10

La pipeite ne doit enfrer en contact ni avec les parois des tubes, m avec le
liquide diluant. Avec une nouvelle pipette Pasteur, homogénéisée par aspiration et
soufflage le contenu de ce tube (107), prélever 1ml et ensemencer le tube (102), et
ainsi de suite jusqu'au tube (107), changer &, chaque fois de pipetie ef incuber 437°C
pendant 48h (Aouissi et al., 2007) (Fig.15).

2.5.3. Recherche et dénombrement des E. coli: Test confirmatif :

Ce test fait suite & un dénombrement en milieu liquide des coliformes. 11 utilise la
propriété d'E coli de produire l'indole a 44°C. Pour chaque tube positif. nous
prélevons ung ose de culture que 'on reporte dans une eau pepionde Incuber 24 h &
44°C. Dans les tubes montrant un trouble, ajouter queiques gouttes de réactif Kowacs.

Une réaction considérée positive correspond & la formation d'annieau rouge, émoigne

ta
L2
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“
de la production dindole, donc la présence d'Escherichia eoli. (Joffin et Noél Joffin
,1999)

Nous notons le nombre de tubes positifs dans chaque série et nous reporiant aux

tables de NPP. Pour obtenir le nombre de coliformes fécaux présent dans 100mil de

I'échantillon. (Fig.16).

Test néwatit Test Positif

Fig.15, Recherche et dénombrement des coliformes totaux (test de présomption).
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l Test positif

Fau peptonée

Incubation a 44°C /24h

— _\,

AT

|

po

;

E .coli
Fig.16. Recherche et dénombrement des coliformes fécaux (test confirmatif).
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5.3. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux :
La technique de recherche des Streptocoques fécaux indiguée dans la figure 20,
nécessite denx tesrs consécutifs (Rodier et af, 2001)

5.3.1. Test de présomption :

La recherche se fait en bouillon 2 'azide de sodium (bouillon de Rothe), en
utilisant des milieux & simple concentration et on réalise le méme procédé utilisait
pour la recherche des coliformes totaux autrement dit la méthode classique de dilution
de 03 séries. Nous incubons les tubes 4 37°C et nous les examinons aprés 24 et
48heures, Les tubes présentant un trouble microbien pendant cette période sont
présumés contenir un streptocoque fécal et sont soumis au test confirmatif,

5.3.2, Test de confirmation :

Aprés agitation  des ftubes positifs, nous prélevons sur chacun deux
successivement quelques gouttes de pipette Pasteur. et les reporter dans des tubes de
Litsky a I'éthyle violet et azide de sodium,

Apres incubation & 37°C pendant 24 h, tous les tubes présentant une culture et un
Jaunissement seront considérés comme positif Nous notons généralement Ja présence
dans le fond des tubes d'une pastille blanche ou violette,

Nous notons Ie nombre de tubes positifs dans chaque série et se reporté aux tables
de NPP pour connaitre le nombre de streptocoques fécaux présent dans 100ml de
l'échantillon (Gharsallah, 2002).
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Eau & analyser

Timi
[ml

CO&En
auele:
Coe

€

Incubation 37¢%24-4 8heures

Test negatif Test positif

Repiguage sur BEva-Litsky

Test négatif

Streptocoques fecaux D

Fig.17.Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux.
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5.4. Recherche des germes pathogénes (ensemencement sur gélose) :

- Les géloses employées sont:
*gélose nutritive, * gélose Chapman, *gélose Mac- Conkey, * gélose SS
(Shigello-Salmonella), * gélose Sabouraud, * gélose Hektoen.
- L'inoculum est prél:evé directement & partir de l'eau & analyser est dépesé sur un
point périphérique de la gélose puis disséminé par stries sur toute la surface.
- L'ensemencement par stries est pratiqué le plus souvent dans un but d'isolement
- Les boites sont codées puis incubées & 37°C pendant 24-48h (Rodier, 2005),

5.4.1. Recherche des staphylocoques :

Apres ensemencement de 1'échantillon sur le milieu Chapman et son incubation
les souches de Staphylococcus aureus sont de taille importante et élaborent leur
propre pigment; elles apparaissent en jaune, surmontant une zone jaune du milieu
sous la membrane, par suite de la fermentation dn mannitol. D'autres espéces de
staphylocoque peuvent donner naissance a de petites colonies qui le plus souvent ne
se colorent pas et ne modifient pas la teinte du milieu.

Les colonies suspects, ou si elies sont trés nombreuses pourront étre confirmées par:
<un examen microscopique aprés coloration de Gram.

-un test 4 la catalase qui doit érre positif

-untest @ la coagulase, (Rodier, 2003).

5.4.2, Recherche des Salmonella, Shigella:

Aprés ensemencement de l'echantillon sur le milieu SS (Salmonella- Shigella) et
son incubation & 37°C pendant 24h, des colonies apparaissent de couleur blanches et
de couleur vertes au centre noir, seront identifiées par le sysiéme API 20E,

5.4.3. Recherche des levures ;

Nous ensemencerons 1%chantillon & étudier sur un milieu gélosé (Sabouraud) cest

un milieu qui permet la croissance des moisissures et levures. On met les boites &
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%
I'étuve 4 22°C pendant 24h aprés [a pousse des colonies nous réalisons une coloration
de Gram.

5.5. Tests complémentaires ;
5.5.1. Coloration de Gram :

A partir de colonies suspects isolés sur les milicux de cultures, nous avons réalisé

une coloration de Gram.
-Principe:

La coloration de Gram ou coloration différenticlle s'cffectue selon les  étapes
suivantes:

-Préparation d'un frottis bactérien : le frottis doif &tre parfaitement refroidi.

-Coloration par Je vinlet de Gentiane « lajeser apir la solution de crintal violat
pendant Lmn puis laver la Jame avee l'cau,

~Mordangage: laisser agir le Lugol pendant 1mn puis ringage avec de T'ean,

-Décaloration : recouvrir la lame avec I'aicool pendant 30secondes lavé 4 l'eau,

-Reeoloration: laisser agir la solution de Fushine pendant 30 2 40 secondes.
Laver a I'eau et enfin sécher (Lassoued et Touhami, 2008),

5.5.2. Test catalase :

Ce test sert notamment 4 différencier les bactéries de la famille des exemples:
Micrococeaceae (Staphylococcus, Micrococcus, Kocuria. .. ~. ) catalase+_ de celle des
exemples: Sterfococcaceae (Streptococeus, Enterococeus, Lacrococeus.. ..) catalase-
(Delarras, 2003).

- Méthode de travail:

Sur une lame porte-objet, déposer une goutte d'eail oxygénée 4 10volumes, puis
emulsionner une ose de bactérie prélevée sur la culture en miliew gélosé de la souche.
Si un dégagement de bulles de gaz (oxygéne) apparait le test dit positif (Delarras,
2003) (Fig 18).
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5.5.3. Mise en évidence d'une coagulase:

Ce test est utilisé en bactériologie médicale ou des eaux pour caractériser des
souches de Staphylococcus aureus isolée sur le milieu de Chapman. (Delarras, 2003)

-Méthode de travail:

On mélange dans un tube & hémolyse stérile 0.5ml de plasma et 0.5ml de la
culture en bouillon de la souche & étudier. Mettre 4 incuber 837°C. Une coagulation
rapide, en moins de trois heures, et massive (le tube peut e tetourné) survient
generalement pour les souches de Staphyviococcus aurens Une coagulation plus
tardive (avant la 24° hewre cependant) et plus 18gére doit cependant &ire considérée
comme positive.

Conclure: présence ou (absence) de Staphylococcus aureus (Rodier, 2005),

5.5.4. La galerie APL 20E :
La galeric API20E est un system pour l'identification des Entérobactédacese et

autre bacilles Gram négatif Utilisant 20 tests biochimiques standardisés et
miniaturises ainsi quune base de données (Chibani et a/, 2007) (Fig. 19)
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Fig.19. La galerie API20E,

*~Principe:

La pgalerie API 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests sont inoculés avee une suspension bactérienne. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanes ou révélés par I'addition de réactifs. La lecture de ces réactions se fait selon
le profil numérique & l'aide du catalogue analytique APT 20E (Chibani et e, 2007),

*-Mode opératoire;

L'opération s'sffectuer selon les étapes suivantes:

-Reéunir fond et couvercle dune boeite d'incubation et répartir environ 05ml d'éan
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide,

-Remplir tubes et cupules des tests: CT1, VP, GEL avec la suspension bactérienne.

-Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests;

~Créer une anaérobiose dans les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H2S en remplissant
leur cupules avec I'huile de vaseline.

-Renfermer la boite d'incubation, coder et placer 4 37°C pendant]8-24h. (Delarras,
1998) (Fig.20.a.b)
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Prélévement dune calonie Travail en zone stérile Rialisation de la suspension
isolée et prélévement

(a)

B Blimgeliia Préparation do la geiede APl 20E
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(b)
Fig.20.a.b.Mode opératoire de 'API 20E

*-Lecture ?
-Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées.
-8i le glucose est positif et/ou si 03 tests ou plus sont positifs: révéler les tests
nécessitant 'addition des réactifs:

-Test VP: ajouter une goutte de réactifs VP1 et VP2 . Attendre au minimum 10
minutes, Une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

-Test TDA: ajouter ine goutte de réactif TDA, Une couleur marron foncé indigue
une réaction positive.
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e ———————————————————————————
-Test IND: ajoute une goutte de réactif de Kowaes.Un anneau rouge obtenu en 2
‘minutes indique une réaction positive,
~La lecture doit se faire selon le profile numérigue 4 l'aide du catalogue analytigue
API20E. (Aouissi et al. 2007) (Fig.20.¢)

Eoecture de fa galerie APEI 20E

LS =] | T B T oo =t
t - ! ) =" . - . - e
Sy Al iDE DT ini N eme  Tme e fem il Onis Sum D Ao me e em - aiee s
- - E % = o = 4 - e a4 o e

CROSCEE H‘“ I I R aAn AR RRA

Lotz it LJ 2 Ll lsllz]ls <: d 2ia oy ladialads

l:,—,g._—___:_. - —, Atn.:_.q -—J_ =—'_ A_# . i

— 'E‘—iﬁ}—f'l_);{:?%-—\:ﬂ— b e L e W S Lo S

‘ o R < a

‘ Coae de la soucha: 5215773 l‘ maf‘;ﬁggf ;ssggg}gﬁs
— - - _[ _ = = Eam—— e —————— o e —————

Fig.20.c. la lecture de 'API 20 E.

6. Méthode d'analyse physico-chimigue

La détermination des parameétres physico-chimiques peut étre effectuce sur les
eaux usées résiduaires urbaines (ERU) brute ou sur les effluents aprés traitement.
Bien qu’ils ne figurent pas dans les normes de rejet des stations d’épurations, hormis
le pH, ils sont susceptibles de fournir des renseignements utiles pour apprécier la
qualité des ces eanx ainsi que la qualité du traitement effectué. Leur mesure peut &tre
réalisée également a différents endroits de la filiére de traitement de I’eau et apporter
ainsi de précieux renseignements sur le déroulement de I’épuration, permettant de
conduire et d’améliorer le traitement. s sont donc indispensables au responsabie de

la station d”épuration (Rejsek, 2002).

6.1. les paramétres physiques:
6.1.1 La température :

Il est importanl de connaifre la température de |’eau avec une bonne précision

En effet, celle-ci joue un réle dans la solubilité des selset surtoutdu gaz, dans la
Dissociation des sels dissous don¢ sur la conductivité électrique, dans Ia
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determination du pH pour la connaissance de origine de ['ean et des
melanges. (Rodier, 1989)

La température influence aussi directement la réaction de dissolution de
Voxygéne dans Ieau c¢estd dire plus Veaw est froide plus la dissolution est
importante. [11]

6.1.2, Potentiel hydrogéne pH :
6.1.2.1. Principe :

Le pH est un factewr physique qui participe au méme titre que la
conductivité, I'alcalinité, la température 4 la répartition des organismes dans les
ccosystemes aquatiques. Ainsi pour une reproduction piscicole acceptable, le pH

doit étre compris entre 6,5 et 8,5.

Le Potentiel Hydrogéne a une échelle de valeur allant de 04 14 ef est utilisé

pour mesurer le degré d’acidité.

6.1.2,2. Interet de la mesure du pH:

Le pH de I"eau traitée rejetée dans le milieu naturel va influencer la vie de Ia
faune et de la flore de ce milieu. C"est pour cette raison que le PH des rejets de Ia
station d’épuration doit &étre compris entre 6 et 8.5 (Rejsek, 2002).

6.1.2.3. Mode opératoire:
- Rineer I"électrode d"abord avec de 'eau distiliée.
- Immerger "électrode dans |’4chantilion.
- faire la lecture apres la stabilisation de pH au pH métre.

6.1.3. La conductivité électrigue :

Toute eau est plus ou moins conducirice du courant glectrigue, elle est due 4 la
présence dans le wilien d’ions qui sont mobiles dans champ électrique. Elle
dépend de la nature de ces jons ef de leur concentration.

La conductivité électrique d’une eau angmente avec la temperature, car la mobilité

des ions augmente avec elle (Rodier, 1989).
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Dong la conductivité s'agit de la capaciié de I’sau 4 conduire le courant
Elle renseigne sur le degré de minéralisation d’une eau. ¢’est-a-dire qu’elle traduit ia

présence d’ions dans 1"eau brite (11),.

6.1.3.2. Appareillage :
La température, le PH et la conductivité sont mesurées au méme temps par le pH
métre & élecirodes.

- Récipient contient l'ean & examiner. (Fig 21)

6.1.3.3. Mode opératoire :

- Rincer plusieurs fois 1"¢lectrode de I"appareil d’abord avee de Ieau distillée.

- plonger I"électrode dans le récipient qui contient 1’eau 4 examiner en prenant soin
que I'electrode soit complétement immerge (Boubidi et of., 2008).

- faire la lecture.

6.2. Les paramétres Chimiques :

6.2.1. La demande biochimique en oxygéne DBO :

La demande biochimique en oxygéne exprime la quantité d'oxvgéne nécessaire 4
la destruction ou 4 la dégradation des matiéres organiques d'une eau par les micro-
organismes du milieu. 1l s'agit d'un paramétre mesurant une oxydation biologique
des matiéres organiques qui fait intervenir des réactions enzymatiques complexes
intra ou extracellulaires (Rodier, 2005).
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Il s'agit donc d'une consommation partielle de dioxvgéne par voix biologique.

Ce paramétre consiste un bon indicateur de la teneur en matiére organigue

biedégradable d'une eau au cours des procédés d'autoépuration. (Rejsek, 2002)

6.2.1.1. Principe d'analyse :

LaDBO est mesuré au bout de Sjours a 20°C (T° favorable & l'activité des

microorganismes consommateurs d'oxygeéne) et 4 lobscurité (afin d'éviter toute
photosynihése parasite).
-02echantillons sont nécessalres | lg 1% sert & la mesure de la concentration 1nitiale en
02, et le second & la mesure de 1a concentration résiduaire en O2 au bout de Sjours .
-la DBOS est la différence entre les 02 concentrations.

Les mesures seront effectuées sur un méme volume et le second échantillon

sera conservé Sjours a l'obscunté et a20°C (Hakmi, 2002)

6.2.1.2, Matériel:
= Dxymetre
- Agitateur magnétique.
- Aérateur,
- Flacon
Eau ultra pure pour la dilution (Fig.23),

Fig.23. L installation pour mesurer la DBOS.
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6.2.1.3. Protocole opératoire :

1. Préparation de I'ean de dilution:

Mettre la vielle de prélévement, dans un récipient de 101 de l'eau du robinet
dans la quelle on plonge pendant 24h un aérateur pour la saturation en Oz laisser
reposer 12h.Te facteur de dilution pour tme eau usée et de 50 & 100 (DBO
moyen =300mg/l pour un effluent domestigue) (Rejsek, 2002).

2 Préparation des flacons de mesure :
~Verser dans le flacon un pen d'eau de dilution puis Ja quantité prévae d'échantillon
puis remplir le reste du flacon avec de I'sau de dilution.
-Fermer le flacon sans y laisser d'air penétrer,
- Faire ainsi 2 flacons idenfiques.
*Mesure de temps:
Doser I'02 dissous dans 1 flacon d'échantillon dilué¢  (T%en mg/l),
*Incubation
Placer les 02 flacons restant & I'étuve 20°C et & 'obscurité pendant Sjours.
* Mesure au temps Sjours :
Doser 'Oz dans le flacon d'échantillon dilué pestant (15 en mg/l). (Rejsek, 2002)

6.2.1.4. Résuliat :
La lecture se fait comme suit:
DBO=F (T0 - T5).

6. 2.2, Les matiéres en suspension MES :

6.2.2.1, Définition :

Cesont des particules solides tres fines et généralement visibles 4 I'oeil nu,
théoriquement, elles ne sont ni solubilisées, ni & 1'état colloidale. Elles déterminent ia
turbidité de I'sau. Elles limitent la pénétration de la lumiére dans i'eau, la feneur

en oxygene dissous ef nuisent au développement de la vie aquatique.
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Ces matfieres sont en relation avec la turbidité. leur mesure donne une

premiere indication sur la feneur en matiere colloidale dorigine minérale ou
organique. (Hakmi ,1994)

La mesure des MES permet d'apprécier la charge solide en suspension dune

eau naturelle ou résiduaire. (Rejsek, 2002)
6.2.2.2. Principe d'analyse:

On évalue le poids sec du résidu;, obtenu par filtration de J'échantillon d'eau aprés

passage a l'étuve a 105°C.

6.2.2,3. Matériels:

*dispositit de tiltration (trompe 4 ean. fiole et entonnoir de filtration),
*disque filtrant en fibre.

*Etuve & 105°C.

*palance de précision. (Rejsek, 2002),

*dessiccateur, (Fig.24 a. b. ¢)

Fig.24a. Dessicateur.
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Fig.24b. Filtre 4 pompe.

Fig.24e.Etuve 4105°C.

6.2.2.4. Protocole opératoire :
* préparation des filtres :

Laver les filtres & l'eau distillés, et aprés on les séche 4 I'étuve (pendant une
lheure & 105°C), ensuite on les place en attente dans le dessiceateur (Hakmi, 2002).
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* La méthode ;

- prendre le Bitre el le peser et marquer le poids comme My mg.

~Ensuite placer le disque dans I'appareil de filtration et on met en roulé le systéme

d'aspiration.

- Verser progressivement le volume d'eau (1000ml) & analyser sur le disque filtrant,
~ Mettre le disque dans I'étuve pendant 1h & 105°C.

- Laisse le filtre refroidir an dessiccateur.

-apres peser le filtre et on marque le poids comme M, (Rejsek, 2002),

6.2.2.5, Résultat:

La lecture se fait comme suit:

MES = M1-M0/1000 (mg/l) (Rodier, 2005).

6.2.3. La demande chimique en oxygéne DCO

La demande chimique en oxygéne qui correspond 4 la quantité d'oxygéne (en
milligramme) qui a été consommée par voie chimique pour oxyder l'ensemhle des
matiéres oxydables présentes dans l'ean. La DCO est particuliérement indiquée pour
mesurer la polfution d'un effluent industriel (Rodier .2005).

6.2.3.1. Prineipe :
Cette determination comprend deux étapes:

*1étape: oxydation chimique des matidres véductrices contenues da ns I'ean, par

exees de dichromate de potassium,

Cette oxydation se réalise en milien sulfurique (H>;S0y), en présence de sulfate
dargent (Ag;SOy & ¢bullition 4 reflux pendant 2h dans an ballen ou dans un tube

muni d'un réfrigérant.
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Les: conditions d'oxydation 4 chaud et en milieu sulfurique permettent également
doxyder de nombreux constituants organiques et elle permet aussi l'oxydation de

consfituants minéraux réduit comme les sulfures, les sulfites, chlorures et.. _ete.
Dans le cas de chlorures :

6CL™ +Cr0% + 145" » 3ClL +2C7 +7H,0.

*2 étape: dosage de I'excés de dichromate de potassium par le sel de Mohr aprés

refroidissement.

La fin du dosage est détecté par la ferroine indicateur redox .sa forme oxydée est
de couleur bleu-vert en présence de I'oxydant et la premiére goutte de sal de mohr en
exces entraine un changement de coloration de la ferroine qui devient rouge brique
(forme réduite). (Rodier, 2005)

Selon la réaction suivante:

6Fe™ +Cr0; 2 +i4H* * gFe™ + 207 +7H0
6.2.3.2. Domaine d'application :

Cetie norme est applicable pour toutes les eaux dont la DCO est supeéricure &
30mgl et la valeur maximale dela DCO pouvant &tre déterminde dans les
conditions de la norme et sans dilution est de 700mg/l (Rejsek, 2002),

6.2.3.3. Matériel:
-Réacteur DCO.

-Flacon DCO + réfrégérant.
-Pipettes : Sml, [Oml

-Pipetern, (Fig.28)
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Fig25. I'installation pour mesurer la DCO.

6.2.3.4, Mode opératoire:
*Etalonnage de la solution de sel de mohr a environ 0.12mol/.

La solution de sel de mohr sloxyde facilement d’oii la néeessité de la titrer

guotidiennement.

-prélever Sml de solution de K;Cr;O; & 0.040mol/l et diluer 4 100mlavec H;S0; 4
4mol/1.

-titrer avec la solution de sel de mohr en présence de 243 gouttes de ferroine.

-déterminer la concentration molaire du sel de mohr 4 partir des €quations des

réactions.
*Préparation de I'essai:

Avant le prélévement de la prise d'essai 'échantillon doit étre soigneusement

homogénéisé par agitation du flacon.
Dans un tube 4 fond plat de DCO introduire:

-10mi d'eau 4 analyser.
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-Sml de KeCry O

-51 la valeur de la DCO est supposée excéder 700mg/l, procéder & une dilution de

maniére & obtenir une valeur comprise entre 350 ¢t 700mg/1.
-ajouter quelques granules régulateurs d'ébullition ei homogénéiser.

-ajouter lentement et avec précaution 15ml dacide sulfurique-sulfate d'argent en
agitant soigneusement le tube et en le refroidissant Sous un courant d'eay froid ou
dans un bain de glace de fagon 4 éviter toute perte de substance organique volatiles
(Rejsek, 2002),

6.2.3.5. Expression des résultats :

La demande chimique en oxygéne DCO exprimé en mg d'Oyl, est donnée par la

formule de I3 norme :

8000. Cfﬁ (VI-V&)

DCO= -
E

Cre: ¢"est la concentration exprimée en mole par litre de ia solution de sel de mohr
déterminge par étalonnage.
E : volume prise d'essai en ml (Rejsek, 2002).
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Chapirrell] : Résultats et discussion

1- Anaslyse bactériologique :
1-1 Dénombrements :
1-1-1 Germes totaux :

Les dénombrements microbiens ont donnés des nappes confluents dans toutes les
boites de Péui et ceci se traduit par la présence d'un effectif trés élevé de germes
banales et saprophytes qui proliférent dans I’eau étudiée.

Les résultats de nos analyses sont montrés dans le graphe suivant :

™~
('
[=]
=

§

-
)
(=]
o

= Ayvant chilgrauon

Gerties aerabie & 37°C

# Apris cliforation

1600 ‘
| 500
| o7 .
‘ o = =——==___ . ¥
Projevimen) LTE/DA/2010) Pyalevement 2(02/05/2010)

Fig, 26. Présentation graphique des germes totaux

Nous observons que le nombre de germes totaux @ diminuer aprés chloration
(sortie finale) pour les deux prélevements, maleré que cette diminution n’est pas
Importante. Le nombre de ces germes est moins élevé dans le premier prélévement
que dans le second et cela est du 4 I'influence de la température d’une part et & la

précipitation d’autre part.
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C‘ﬁzagﬂreﬂ 1= Résultats et discussion

_————————e———————

1-1-2 coliformes :

La présence en effet €levée des coliformes dans un milieu indique une

contamination fécale. TLes résultats concernant la recherche ef le dénombrement des

coliformes totaux et fécaux sont résumés dans les tableaux suivants.

140060000
=
E 1200@000:’
v 10000000 -
-3
g 80000000 -
= - A .
‘§ 50000000 -  Avantchloration
p . B Apres chioration
2 40000000 - e
:§ 20000000 4 S
0] = = ]r--F'
Prélévement Pralévément
1{05/04/2010) 2(02/05/2010)
|_ Période de prélévement

Fig. 27. Représentation graphique des coliformes totaux

Le traitement des coliformes totaux par chloration bien qu’il ne fait 4 laire libre
dans des bassins permet de chuter (ou diminuer) Meffectif total des coliformes quelque

soit la date de prélévement. en effet cette diminution de 16% 4 25%.

Fig. 28, Résultats du test présompiif (coliformes totaux).
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Chapitrell{:

Résultats et discussion

Garfrie/ml

1,20E+06 -
1, 00E+0B
8,00E+05 -

6,00E£405 - i Avant ¢hloration

4,00E+05 B Apres chioration

2,00E405 -

0.00E+00
Prélavement Prélevement
1(05/04/2010) 2(02/05/2010)
Pénode de prélévement

Tig. 29. Représentation graphique des coliformes fécaux

Les mémes constatations sont 2 noter pour les coliformes fécaux ou la

chloration a produits des réductions variant entre 18% et 55%.

Fig, 31, Résultats du test confimmatif {coliformes fécaux)
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Chapitrell}: Résultats et discussion

1-1-3 streptocoques fécaux :

Le nombre des streptocoques fécaux dans 1"eau est lide 4 la quaniité et a la
concentration de la matiére fécale dans cette eau (Guiraud, 1998). Ces bactéries sont
trés sensibles aux variations physico-chimiques du milieu et indique souvent une

contamination récente do milicu.

Les résultats de leurs recherches sonf exprimés dans le graphe suivant :

450000 -
400000
350000
300000
250000
200000 ]
150000 -
100000 l
50000 1

Préfevement Prelévement
1105/04/2010) 2{02/05/2010)
Période de prélévement

Germes/ml

= Avant chleration

= Apres chigratian

Fig. 32. Représentation graphigue des streptocoques fécaux

Le graphe de streptocoque D montre gue le nombre de ces germes a diminué
aprés chloration avec un degré remarquable dans le second prélévement et cela du a
I"élévation de la température qui est le seul facteur influengant le développement et la

croissance de ces germes.
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Chapitrelll : Résultats et discussion

a- test présomptif b-test confirmatif

Fig, 33, Résultats des streptocoques fécaux.

1-2  Recherche des germes pathogénes :

=

Fig. 34. Les milieux geloses ufilisés pour la recherche des germes pathogénes.
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Chapitrelll:

Résultals et discussion

Tab.6. Aspect macroscopique &t microscopique ainsi que le s tests réalisés.

| Aspect macroscopique tests
Milieux Caracteristiques | catalase | coagulase Coloration de
gram
| Chapman " colonies blanches | Catalase Coagulase Cocel mauve
- jaunes dorées positif de | positif de | Gram (+)
colonies | colonies groupees  en
blanches | blanches amas
Mac Conkey - colonies roses | _ - Bacilles roses
lactose(+) et Gram (-)
maron lactose (-)
S-S | - colonies blanches _ - ‘Bacilles roses
Gram(-)
Hectoen |~ colonies Jaunes _ _ Bacilles roses
lactose (+) Gram (-)
-colonies  vertes
lactose(<)
| Sabourand Levures et| _ _ Cocei colorées
champignons en bleu et des

hyphes bleu
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Chapitrelll:

Fig, 34. Aspect des colonies sur |
gélose Mag-Conkey:.

Fig. 36. Aspect des colonies sur
gelose Chapman.

Résultars el discission

Fig. 35. Aspect des bacilles Gram (-),

Fig. 37. Aspect des cocei Gram (+).
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Chapitrelll; Résultats el discussion

“—%__—

Tab. 7. Résultats des APT 20E.

milien colonies codes Iispeéces
| Avant §S Colonies | 5215773 | Pnenmoniae
- chioration blanches klebseilla
Prélévement - —
1(05/04/2010) Hectoén Colonies 1344123 Citrobacter
vertes diversus
lactose (=)
Mae Colonies 3604153 Citrobacter
Conkey marron Sfreundii
lactose (<)
Aprés Mac Colonies | 3604153 Citrobacter
chloration | Conkey marron Jreundii
lactose (=)
Prélevement | Avant SS Colonies | 0704573 | Citrobacter
2(02/05/2010) | chloration blanches freundii
Mac Colonies 1475073 Citrobacter
Conkey marron diversus
lactose (-)
Aprés Mac Colonies | 4277771 | Serratia
chloration | Conkey marren ordorifira
laetose (<)
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ChapitrellI: Résultats et discussion

Fig. 38. Résultats des API 20E.

2-Résultats des analyses physico-chimiques :

2-1 La températare (T°C) :

La température est un facteur écologique trés important qui a une grande
influence sur la propriété physico-chimique des eaux (Ramade, 1993). Pour les eaux
usées la fempérature 4 tendance 4 augmenter avec I’évolution des saisons, de Ihiver
au printemps, 1l fant signaler aussi que la situation de la station d’épuration peut

influencer ce parameétre avec un certain pourcentage (Gaujous, 1995).
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Chapitrelll : Résulrats er discussion

5 Temperature

10 w——avant epuration
—Apres epuration

Date

Fig, 39. Evolution de Ja température avant et aprés |"épuration,

D’une maniére générale I’évolution des graphiques de température avant et aprés
chloration sont similaires et se situent entre des fourchettes permettant

une prolifération microbienne infense.
2-2 Le potentiel Hydrogéne (pH) :

Le pH est facteur important qui influence directement la prolifération des micro-
organismes dans I'eau. Ces derniers proliférent normalement aux alenfour d'nn pH
yoisin de Ja neutralité. Le pH peut étre aussi influencé par d’autres facteurs tel que la
tempéra_i:ure (Simmons et Meunier, 1970 ; Leclerc, 1983).
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Chapiirelll : Résultats et discussion

———avant épuration
=——apres épuration’
Date

Fig. 40. Evolution de PH avant et aprés 1"épuration.

L’eau de la station d’épuration a présenté pendant toute Ja durée de I’étude des
valeurs de PH plus au moins stable qui varient enfre 6.8-7.8 favorisent une

prolifération et une multiplication intense d’un grand nombre des microorganismes.

2-3 La eonductivité électrigue :

La conductivité s'agit de la capacité de I’ean 4 conduire le courant, Elle
renseigne sur le degré de minéralisation d*une eau, ¢’est-a-dire qu’elle traduit la

presence d'ions dans I'¢au brute.

glo conductivité
o1,4 P
2 e — e 7 e
1 e B———
0.8
D6 1= —=---— TS T T s e e e e ~—avantépuration
04 —— - = e — L o I
—gprosgpuration
0.2
0 . : Date
& & F S P & P S O
R O IR C IR R N U o
& @ @ @ @ @ > @
SRR A I T I\ SN

Fig. 41. Evolution de la conductivité avant et aprés 1"épuration
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Chapitrell1: Résultats et discussion

“

La conductivité électrique d’une eau augmente avec la température, car la mobilité
des ions augmente avec elle.
2-4 La demande biochimigne en oxygéne DBO3 :
L’effet principal d'un rejet de matiére organique biodégradable dans le

milieu nafurel est la consommation progressive de 1’0z qui en résulte (Resjek, 2002),

-

=
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Fig. 42. Evolution des DBOS avant et aprés |"épuration.

Avant chloration les valeurs augmentent progressivement pendant foute 1’ étude
et atteindre um maximum de 287 mg/l pendant le prélévement de 22/04/2010, cette

crotssance est due 2 la charge de la matiére organique dans les effiuents.

Apres chiloration, le taux de DBOS diminue d’une fagon remarquable pour
atteindre unc valeur de 7 mg/l, cette diminution est due 4 la consommation d°02 par
les micro-organismes pour la dégradation de Ja matiére organique dans Ieau.

En effet Ie taux des deux courbes diminuent varient de 13% a 7%.
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Chapitrell : Résultats et discussion
“

2-5 Les matiéres en suspension (MES) :

Le teneur des matiéres en suspension variant de maniére réguliére de "entrée
ala sortie de la STEP avec des faux importants durant 1" hiver.

—400 MES
=350

300

250

200 -

150

—=avant cpuration

——apres epuratian

100

50
0\ N ctaaer i,

Date

03/03/2010 03/04/2010 03/05/2010

Fig. 43, Evolution des MES avant et aprés I’ épuration.

Selon le graphe nous observons que les valeurs de MES diminuernt toujours de
I"entrée a la sortie de la station.
Avant chloration ces concentrations présentent une certaine irrégularité, nous

nofons un maximum de 376 mg/] pendant le prélévement de 16/03/2010 et un

minimum de 92 mg/l de 20/04/2010. Cette évolution due & la variation de la charge

des effluents d’une part et I"intensité de précipitation d’autre part,
A la sortie de STEP, ces concentrations montrent une baisse remarquable suite &

leur élimination principalement au niveau de bassin d’aération.
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Chapitrell I : Resultats e discussion

2-6 La demande chimique en oxygéne (DCO) :

La DCO est un test permet d’estimer la teneure en matiére organique d'une
eau et une mesure du carbone total. De ce fait nous pouvons dire que la charge
polluent est trés élevée en présence de la matiére biodégradable car la DCO est
supérieur 2 la DBOS.

I'%soo

S450 - -

: b
%)
’ <

== guant épuration

—AOTES CPUration

\/\_ Date

03/03/2010 03/04/2010 03/05/2010

Fig. 44. Evolution des DCO avant et aprés 'épuration.

Leffet de I'éparation est irés net sur la DCO. En effet, les valeurs trés élevés
varient de 200 & 400 mg/l chute brutalement 4 de valenrs varient aux alentour de 50
mg/1. De foutes maniére ces valeurs étaient en augmentation concordante dés le début
des prélevements (avant épuration) mais restent plus on moins stables tout le long de

I’étude et diminue durant les trois demiers prélévements,
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Conclusion

“

Conclusion

Les eaux usées de la ville de Guelma sont traitées dans la station d*épuration, puis
elles sont rejetées dans I'Oued Seybouse en attendant leur utilisation dans le périmétre
d’irrigation trés prochainement. Notre travail & pour objectif 1'étude de la qualité physico-
chimique et bactériologique de ces eaux avant et aprés épuration,

1l a été moniré que la STEP de la ville de Guelma, dispose des diverses techniques de
haute performance de traitement telles que: le prétraitement, (raitement primaire, un
traitement biologique Ia ou I'aération dans le bassin biologique joue un réle important dans
I'epuration et le tratiement 1déal et pardail de cette eau, pwis finalement un bassth de

désinfection bien équipé l4 ou se fait I”injection de chlore comme derniére étape d’épuration,

Les deux paramgtres étudics a savoir la température et les préeipitations ont montré une

nfluence directe sur la qualité des eaux usées dans la station.

Les résultats microbiologique obtenus, nous confirment une contamination d’origine
fécale par la présence de coliformes totaux, de coliformes fécaux ainsi que & colii la
concentration de ces germes diminue sous effet du chlore mais reste quand méme élevé au

dessus des normes algérienne prévues.

L’analyse physico-chimique des éléments cibles 4 savoir : pH, température, conductivité,
DBOS, DCO, MES, a montré une nette différence dans les teneurs de chaque paramétre
etudié a I'entrée ¢f 4 la sorfie de [a STEP, qui sont conformés aux normes Algérienne des

rejets des eaux usées

Il a été¢ constaté aussi que la zone industriclle qui ne dispose d’aucune station de
traitement fonctionnelle, influe négativement sur la pureté de I’eau dans 1"Oued et pour
remédier el cerner le probléme de Ia pollution, les stations d'épuration et de traitement
devraient récupérer toutes les eaux usées et de les épurer afin de les rendre utilisables au
moins dans les domaines de l'agriculture et de l'industrie.
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-Résumé-

La station d’épuration de Guelma congue sur un terrain agricole de 8 Hectares, est
localisée 4 environ 1 kilométre au Nord de la ville de Guelma. Celle a pour but essentiel de

téduire la pollution en nettoyant les eaux usées. La filiére de traitement utilisé est du type

boues activées @ moyenne charge,

La dépollution des eaux usées nécessite une succession d’étapes faisant appel 4 des

traitemenis physico-chimiques et biologiques. L étape la plus importante est le bassin de

@’ infection qui permet I"élimination des germes pathogénes existants dans cefte eau usée.

Dans ce travail nous nous sommes investis 4 étudier la qualité microbiologique des
eaux au niveau du bassin de désinfection avant ct aprés chloration, ¢t déterminer la qualité
physico-chimique au niveau de I’entre et de la sortie de la STEP qui a montré réduction des
nombres de micro-organismes qui restent malheursusement €élevé et des diminutions nettes

des taux physico-chimiques de I°eau.

Les mots clés : STEP de Guelma, eau usée, &puration, chloration, analyses physico-

chimiques, analyses microbiologigues.


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

- SUMMARY-

The plant designed Guelma on agricultfural land & hectares, is located about ong kilometer

north of the city of Guelma. The essential aim of reducing pollution by cleaning up sewage.
The treatment system used is the type activated sludge medium load.

The wastewater treatment requires a series of steps involving physic-chemical and
microbiclogical. The most important step is the pool of infection that can eliminate pathogens
existing in the wastewater.

In this work we have invested to study the microbiological water quality at the basin
level disinfection before and after chlorination, and determine the physic-chemical level and
between the output of the WWTP, which showed reduced numbers of micro organisms that
unfortunately remain high and decresases in net rates physicochemical water,

Keywords: STEP Guelma, waste water treatment, chlorination, physic-chemical,

microbiological analysis,
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Annexe

Composition et mode de préparation des milieux et des réactifs utilisés

1. Milieux de cultures.

*BCPL: Bouillon Lactosé au Bremocrésol ponrpre:

Com position:

-peptone 05g

-Exfrait de viande 03g

-Lactose 05g

-Pourpre de Bromocrésol 0.0025g
pH =6.9

Préparation

-12g poudre par litre d’eau distillée.

~Stérilisation des tubes préparés  115°C pendant 20 minutes .

*BLBVB : Bouillon lactosé bilié au vert brillant :

Composition ;

-Peptone 10.0g
-bile de boeuf 20,0ml
-Lactose 100g
-vert brillant 0,013 ¢

pH=74
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Préparation :

-40 g de poudre par litre d’cau distillée.
-Stérilisation des tubes préparés 4 120°C pendant 15 minutes .
*Ean peptonée exempte d’indole :

Comiposition :

-Peptone exempte d*indole 10,0z
~Chlorure de Sodium 5.0g
pH=7.2

Préparation :

-15g de par litre d’cau distillée.
-Stérilisation & 120°C pendant 15 minutes.
*Milieu d*Eva Litsky :

Composition :

-Peptone 20g
~Glucose 5g
~Chlorare de sodium 5g
-Phosphate monopotassique 2,7g
-Phosphate bipotassique 2,7¢g
-Azothydrate 0.3g
-ethyl-violet 0,0005g

pH=6.8-7
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Préparation :
-35,7g de milieu déshydraté dans 1litre d’eau distillée.

-Stériliser a 115°C pendant 20 minutes,

*Milien de Rothe :

Composition :

-Peplone 20,0g
-Glucose 5,0g
-Azothydrate de sodium 0.2g
-NaCl 5.0
-Hydrogénophosphate de potassium 2.7g

-Dihydrogénophosphate de potassium 2,7¢g

pH=6.8-7

Préparation :

-Pour obtenir Rothe simple concentration , il faut mettre 35.6g du milien déshydraté dans 1
litre d’eau distillée.

~Stériliser les préparations a 115°C pendant 20 minutes.

*Milieu de cultuwre Chapman :

Le milieu de Chapman mannité est un milieu sélectif pour la culture des staphylocoques.
Composition :

-Peptone bactériologique 10g /1

-Extrait de viande de beeuf te/l

-Chiorure de sodium 75g/i
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-Mannitol 10g/1
-Rouge de phénol 0.025g/
-Agar agar 15g/1
pH=7.3 (environ).
Préparation :
~Verser 111gde poudre dans | litre d"eau distillée.
-Porter par ébullition jusqu'a dissolution compléte,
- Stériliser la préparation a I"autoclave & 121°C pendant 15 minutes.
*Milieir de Mac ConKey :

L utilisation de ce miliet est recommandé pour isoler et numérer les entérobacteries dans
les eaux, le lait et les matiéres alimentaires il peut aussi etre utilisé pour la recherche dans les

matiéres fécales de salmonella, shigelia, e1 des E.coli eniéropathogénes pour le nourrisson.

Compesition ¢

-Pepione bactériologique 20g/1
-sels biliaires 1,5g/1
-Chlorure de sodium 5g/1
-Lactose 10g/1
-Rouge neutre 0,03g/1
~Cristal violet 0,001g/1
~Agear agar 15g/1

pH=7,1 (environ).
Préparation :
-verser 51,5g de poudre dans 1litre d’eau distillée

-Faire bouillir jusqu'd dissolution compiéte.
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1

-Stériliser la préparation a I"autoclave 4121°C pendant 1 5minutes.
<liquéfier au bain-marie bouillant et couler en boites de petri

-Apres solidification laisser sécher 4 I’étuve & 37°C ( couvercle entre ouvert).

*Gélnse Nutritive :

La gélose nutritive est un miliew qui convient & la culture de tous les germes sans exception.

Composition :

-Peptone Sg/l
-Extrait de viande g/l
-bxtrait de levure 29/l
-Chlorure de sodium Sg/l
-Agar 15g/

pH=7.4 (environ)
Préparation :
-Verser 28g de poudre dans 1 litre
-Porter & ébuilition jusqu'a dissolution compléte
-Stériliser 4 "autoclave 4 121°C pendant 15 minutes.
“Milieu Hektoen:

La gélose Hekioen est un milieu utilisé pour l'isolement des entérobactéries. Il permet la

différenciation des entérobactérics pathogénes.

Composition
-Protéose peptone 12g
-Extrait de levure 03g

-Chlorure de sodium 05g
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Citrate de sodium 10g

-Thiosulfate de sodiwn 08.5g
-Citrate de fer Olg
-Lactose 10g
-Rouge neutre 0.025g
-vert brillant 0.00033g
-Agar 15g
pH=7.0
Préparation

-verser 63g de poudre dans 1litre d'eau distillée.
-NE PAS AUTOCLAVER.
-Porter & ébullition en agitant fréquemment pour dissoudre 'agar,

-Refroidir #50°C; mélanger et couler en boites de Pétri.

TL.Réactifs
Reactif TDA : pour la recherche du tryptophane désaminase
Peptone @8 fer... v o cee v crnn e e e s se a0 054

Bt AISIEE ... ovvs ovreoeie i e veeisnineinas e e eeene o 100mL
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