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Résumé

Cette étude est basée sur la caractérisation des quelques champignons dépolluants des
eaux usées de la STEP (Station d’épuration) de Benimered(wilaya de Blida,Algérie).
Nous avons étudié quelques parametres physico — chimiques des eaux usées brute et
traités,ainsi que quelques  parametres microbiologiques des boues activées
(caractérisation macroscopiques, microscopiques) dans le but  d’identifier la

microflore fongique

Les résultatsdes analyses physico — chimiques montrent que les MES (matiére en
suspension) presentent une moyenne de 2 a 4 g/ |, la demande biologique en oxygene
(DBO5) avec une moyenne de 2,83 mg/l ,la demande chimique en oxygene (DCO)
avec une moyenne de 6,0 mg/l, et concernant le nitrates avec une moyenne , I’azote
ammoniacal (NH4+) avec une moyenne 1 a 12 mg/l , I’azote total avec une moyenne
de 5 a 40 mg/l et le phosphore total avec une moyenne de 0.5 a 5 mg/l, diminuent
d’une fagon importante entre les eaux usées brute et les eaux usées traitées,ce qui
indique un bon fonctionnement de la STEP.Les résultats des analyses fongique
montre la présence de différentes espéces fongiques recherchées(Alternaria sp ,
JAspergillus sp ,Penicillium sp, Trichoderma sp), a travers ces résultats, nous
pouvons déduire que les boues activées jouent un réle important dans le traitement
biologique des eaux usées parce qu’elle englobe une microflore importante qui

favorise la dégradation de la matiére organique.

L’essai de cynergie in vitro a montré que les champignons Aspergillus sp
,Trichoderma sp présentent des potentialités de cynergie considérables vis -a- vis des
et les souches bactériennes de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli , sur les
milieux MH (Mueller-Hinton)et PDA (Potao Dextrose Agar), par contre chez
Bacillus thuringiensis n’a mentre aucun résultats .D’aprés ces résultats, on peut
conclure que le traitement biologique par les boues activées présente une efficacité

tres importante ce qui signifie le bon fonctionnement de la station.

Mots clés : Analyse physique-chimique,Boues activées, Eaux usée. Epuration.

Microorganismes et Pollution.



Abstract
Characterization of some filamentous fungi depolluting wastewater

This study is based on the characterization of some depolluting fungi of
wastewater from the STEP (Wastewater treatment plant) of Benimed (wilaya of Blida,
Algeria). We studied some physico-chemical parameters of raw and treated
wastewater, as well as some microbiological parameters of activated sludge

(macroscopic, microscopic characterization) in order to identify the fungal microflora.

The results of the physico-chemical analyzes show that the SS (suspended matter)
has an average of 2 to 4 g/ |, the biological oxygen demand (BOD5) with an average
of 2.83 mg / |, the chemical oxygen demand (COD) with an average of 6.0 mg/l, and
concerning nitrates with an average, ammoniacal nitrogen (NH4+) with an average of
1 to 12 mgl/l, total nitrogen with an average of 5 to 40 mg/l and total phosphorus with
an average of 0.5 to 5 mg/l, decrease significantly between raw wastewater and
treated wastewater, which indicates that the WWTP is functioning properly. The
results of the analyzes fungal shows the presence of different fungal species sought
(Alternaria sp, Aspergillus sp, Penicillium sp, Trichoderma sp), through these results,
we can deduce that activated sludge plays an important role in the biological
treatment of wastewater because it includes an important microflora that promotes the

degradation of organic matter.

The in vitro cynergy test showed that the fungi Aspergillus sp, Trichoderma sp have
considerable cynergy potential with respect to bacterial strains of Pseudomonas
aeruginosa and Escherichia coli, on MH (Mueller-Hinton) and PDA (Potao Dextrose
Agar), on the other hand in Bacillus thuringiensis did not show any results. .

Keywords: Activatedsludge,Microorganisms,Physiquo-chemical analysis, Pollution,

Purification andWastewater.
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Introduction
INTRODUCTION

Les eaux usées sont des milieux extrémement complexes qui sont altéré par
I'activité humaine apres des usages domestiques, industriels, artisanaux, agricoles ou
autres.Des volumes de plus en plus importantes d’eaux usées sont rejetées dans les
écosystemes aquatiques dans le monde entier de provenances diverses. Ces eaux
vehiculent des polluants en solution ou en suspension de nature chimique (métaux
lourds, sels nutritifs et autres...) ou microbiologique (Bactéries, Champignons,
parasites et autres). Lorsqu’elles ne subissent aucun traitement au préalable, ces eaux
sont susceptibles de perturber 1’équilibre des milieux récepteurs et de causer des
problémes d’ordre hygiénique comme la contamination des eaux de surface et
souterraines.Elles doivent donc étre eliminées avant d'étre réutilisés ou injectés dans
le milieu naturel récepteur. Une certaine dépollution est assurée par les sols, les
rivieres et autres systémes hydriques (Koren et Bisesi, 1996), mais la capacité de
cette autoépuration est largement dépassée. C'est pourquoi toutes les eaux usées
municipales ou industrielles sont traitées pour réduire ou éliminer ces polluants afin
de respecter ces différents milieux récepteurs naturels. Ces traitements peuvent étre
réalisés collectivement dans des stations d'épuration ou individuellement par des
procédés intensifs ou extensifs (Selghi, 2001).Ces traitements conduits a la réduction
des matieres oxydables, des matieres en suspension et des micro-organismes

pathogenes(Bassompierre, 2007).

Les procédés biologiques d’épuration sont multiples et de conceptions variées,
ils sont basés essentiellement sur la faculté des microorganismes a assimiler les
substances polluantes. Le principe d’épuration est le méme que celui des milieux
épurateurs naturels, on distingue les procédés intensifs a cultures libres (ex: boues
activées), les procédés a cultures fixées (ex: lits bactériens, disques biologiques) et les
procédés extensifs (lagunage).

Plusieurs groupes d’organismes procaryotes et eucaryotes trouvent dans les
eaux usées des stations d’épuration les conditions favorables pour se développer et
proliférer. Ce sont les épurateurs des effluents pollués. Leur participation a la
clarification du milieu est soit directe, soit indirecte. Dans tous les systémes
épuratoires, les bactéries représentent la plus grande proportion de biomasse

microbienne et jouent le réle capital de bio-épuration (Bassompierre, 2007).
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Les bactéries qui s’associent avec les molécules dissoutes ou colloidales et avec

les particules du milieu pour former des éléments insolubles ou floc, eux-mémes

composants des boues. Le deuxiéme grand groupe de microorganismes des stations

d’épuration est celui deschampignons,ilsassurent la clarification de I’effluent par

prédationcette fonction a été montrée dans le cas des boues activées. Un autre groupe

cellui les Protozoaires ciliés ce sont des indicateurs de la qualité de 1’effluent et du

bon fonctionnement d’une installation de la step d’épuration (Fertas et al 2015).

Ce étude s’intéresse a 1’isolement et I’identification de quelques champignons
dépolluants a partir de boues activée.

L’objectifde cette étude vise a :

1.

Analyser les parametres physicochimiques des eaux useés (brute et
traité) dans la station d'épuration de BeniMered wilaya de Blida.

Isoler quelques champignons dépolluants a partir de boues activée dans
la station d'épuration de BeniMered wilaya de Blida.

Identifier a travers une caractérisation macroscopique et
microscopiquede d’une flore fongique ciblés.

Déterminer la relation trophique entre la flore microbienne épuratrices
obtenuea travers des Tests de synergies .

Conserver les champignons identifies.
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La dépollution des eaux usées urbaines nécessite une succession d'étapes faisant
appel a des traitements physiques, physico - chimiques et biologiques. En dehors des
plus gros dechets présents dans les eaux usées, I'épuration doit permettre, au
minimum, d'éliminer la majeure partie de la pollution carbonée. Le traitement des
eaux usées est une alternative susceptible de résoudre les différents problémes de
pollution des milieux aquatiques récepteurs. Il s'agit essentiellement de réaliser
I'élimination de composés organiques biodégradables Certains procédés permettent la
Co élimination l'azote et méme du phosphore, une grande majorité de ces polluants
est transférée de la phase liquide vers une phase concentrée boueuse (Selghi, 2010).

I.1. Origine des eaux usées

Les eaux usées peuvent avoir plusieurs origines : domestique, industrielle, agricoles et

pluviale.

I.2. Caracteristiques des eaux usees

Ces parametres physico-chimiques sont des facteurs trés importants qui gerent la

qualité d’eau usées nous citons :

» Latemperature.
» Le potential dihydrogen (pH)
> La demande biochimique en oxygene (DBO5)

» Lademande chimique en oxygéne (DCO)

1.3. Compositions des eaux usées
I .3.1. Les substrats polluants des eaux usées

A la différence de divers phénomenes de pollution, celle des eaux se traduit par
les effets particuliers liés aux spécificités écologiques propres aux milieux aquatiques
(Pronots et al 2002). On distingue quatre catégories principales liées aux différentes
caractéristiques de ces substances qui déterminent le type de procédé efficace pour
leur purification : matiéres décan tables ou flottantes, matieres fines en suspension,

matieres colloidales, matiéres solubles, matieres biodégradables (matieres aisement
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dégradables et matiéres lentement dégradables) et matieres non-biodégradables

(Matieres organiques et Matieres inorganiques).

1.3.2. La flore microbienne des eaux usée

Les eaux usées contiennent tous les microorganismes excrétés avec les matieres
fécales. Cette flore entérique normale est accompagnée d'organismes pathogenes. Ces
microorganismes sont : les virus tel que ( Virus de [’Hépatite ,Poliovirus....) Les
bactéries (Salmonella,Escherichia coli....),Les champignons la majorit¢é de ces
microorganismes sont saprophytes, d’autres au contraire sont parasites de 1’homme

(Belaid, 2010), et les organismes libres (Les protozoaires et Les helminthes).

1.3.3. Les processus métaboliques de la flore microbienne des eaux
usee

Les composants chimiques consommeés par les micro-organismes sont soumis a
de nombreuses réactions biochimiques qui font partie d’un des deux mécanismes

métaboliques fondamentaux pour le développement des bactéries par le Catabolisme
et Anabolisme (Berland et al 2001)

1.4. Les procédés de traitements des eaux usées

D’apréesONA(2011), les dispositifs de traitement sont présents dans toutes les
stations d’épuration, quels que soient les procédés mis en ceuvre en aval.

Le prétraitement comporte une succession d’opérations physiques ou
mécaniques destinées a separer les eaux usées des matieres volumineuses, en
suspension ou flottantes, qu’elles véhiculent.Ces opérations consistent aux
(Dégrillage, Dessablage, Dégraissage-Déshuilage).

Le traitement primaire s’effectue par voie physico-chimique avec pour but
d’extraire le maximum de matiéres en suspension et de matiéres organiques. Trois
voies de traitement sont possibles ®(La décantation (processus physique),La
flottation (processus physique) et La décantation associée a 1’utilisation d’un
coagulant- floculant (voie physico- chimique) (Cardot, 1999).

Le Traitement biologique, ce traitement est le procédé qui permet la degradation des
polluants grace a l'action de micro-organismes (Rejsek, 2002). Ils vont permettre

ainsi d’éliminer la pollution soluble biodégradable et une partic de MES (Grosclaude,
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1999). Le principe général de ce procédé consiste a accélérer le processus d’oxydation

naturelle de la matiere organique qui survient dans les milieux récepteurs. Il est
principalement mis en ceuvre par la technique des boues activées. (ONA, 2011).

Les micro-organismes dans les traitements des eaux usées les plus actifs, sont
les bactéries qui conditionnent en fonction de leur modalité propre de développement,
deux stratégies pour la mise en ceuvre : la stratégie aérobie et la stratégie anaérobie
(Khaldi, 2017).

Traitement tertiaire : En général, les techniques d'épuration, méme les plus sévéres,
laissent passer dans I'eau épurée des matiéres organiques difficilement biodégradables
et échappent a la meilleure décantation. Ainsi méme apres un traitement secondaire
I'eau véhicule presque toujours des micro-organismes et des micropolluants. La

principale méthode utilisée est la désinfection par le chlore (Prescott et al. 2003).

1.5. Technique d’épuration des eaux usées

Il existe plusieurs filieres avec différents types de traitement, mais le choix des
procédés de traitement doit étre adéquat de point duvue climatique, des applications
attendues et d’un colt d’investissement. On distingue les procédés intensifs dont les
boues activées, les disques biologiques, les lits bactériens et les procédes extensifs

dont le lagunage et I’infiltration-percolation (Eddabra, 2011).

1.5.1.Structure de la boue activee

La boue activée est constituée de I’ensemble « floc-eau interstitielle » (Khaldi,
2017). Les bactéries constituent 5 a 20% des matiéres organiques dans les flocs, les
autres sont des substances polymeres extracellulaires (EPS) (Raszka et al. 2006).
Plus la charge massique est élevée, moins le niveau de traitement sera élevé et plus

I’eau interstitielle contiendra de bactéries dispersées (Khaldi, 2017).
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1.5.2. Les techniques intensives (boue activée)

Le procédé a boues activées est basé sur I’intensification des processus
d’autoépuration présent dans le milieu naturel. En effet, il permet la dégradation et la
minéralisation de la matiere organique par les bactéries aérobies dans un espace
réduit, grace a un apport en oxygene assuré par un brassage de la liqueur mixte. Ce
procédé est composé de deux bassins principaux. Le premier est un bassin d’aération,
dans lequel les agrégats bactériens sont maintenus en suspension dans 1’eau grace a un

brassage continu de la liqueur (Metcalf et Eddy, 2003).

I.6.Microorganismes responsables de la plupart des processus clés

dans les boues activées
|.6.1.Les microorganismes responsables de I’élimination du MOS
L'élimination des matiéres organiques solubles(MOS) est réalisée par des
microorganismes tels que :
= Les champignons:Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,Penicillum,
Trichoderma sp
= Les bactéries : Azotobacter sp, Chroococcum sp, Chrysosporium sp,
Ferrooxidans (Yan et al. 2007).
= Les levures

= Les protozoires

1.6.2.2. Les microorganismes responsables de I’élimination du phosphore

Le processus d’¢limination biologique améliorée des phosphates montre que la
libération de phosphate se produit au stade anaérobie, suivie d’un excés d’absorption
du phosphate au stade aérobie par les champignons comme : Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, trichoderma et les bactéries comme :Pseudomonas sp,
Lampropedia sp,Escherichia coli, Alcaligenesdenitrificans, Bacillus(Yan et al.,
2007).
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1.6.2.3.Microorganismes responsables de I'élimination de I'azote (nitrification et
denitrification)

L’azote présent dans les eaux usées sera converti en azote gazeux et rejeté dans
I'atmosphére par le biais de trois transformations biologiques majeures lors de
I'élimination de l'azote. Les trois transformations biologiques sont I'ammonification,
la nitrification et la dénitrification. (Strouset al., 2002).Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Penicillum, trichoderma.sp,
Acinobacteriasp,BacteriodetesVerrucomicrobia,Font partie des microorganismes
responsables de I'élimination de l'azote (Yan et al.,2007). D’aprés Gamble et al.
(1977) les aspergillus nigersont des champignons dénitrifiant Capable de s’adapter au
manque d’oxygene par ’utilisation des oxydes d’azote comme accepteurs alternatifs

d’¢électrons (Stewart, 1988).
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Matériel et méthodes
Ce chapitre présente le matériel et méthodes des analyses physico-chimiques et

microbiologiques pour I’identifactions des champignons.
L’objectif de ce présent travail est divisé en trois parties :

> La premiére partie concerne un suivi des parametres physico-chimiques des
eaux usees brutes , traitée et des analyses physiques de boue activée pour
vérifier I’efficacité de traitement d’épuration effectués au niveau de la station
d’étude.

» La deuxiéme partie s’est basé sur l'identification et la caractérisation
microbiologique des boues activées a travers lisolement de quelque
champignons épuratrices appartenant au genres les plus connus par cette
activité :Alternaria , Aspergillus, Trichoderma etPenicillium

> La troisiéme partie vise 1’évaluation de 1’effet antagonisme des champignons
isolés vis avis quelques bactéries épuratrices.

11.1.Présentation de la station d’épuration

La station d’épuration (STEP) de Béni Mered (Blida, Algérie) est située a 1’Est
de la route nationale N° 1 a proximité de 1’oued Béni Aza (Figurel).Cette station
construite sur six hectares, traite les eaux usées domestiques est industriels issues de
la ville de Blida et sa a capacité nominale depuis 2015 est de 383000 EH pour un
débit de pointe de 51 560 m®/j (ONA, 2015).

[ Figure 1 : Station d’épuration de Béni Mered (Photo originale) ]
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11.2. Matériel et méthode

11.2.1. Matériel
11.2.1.1. Materiel biologiques

Deux prélévements ont été effectuésau niveau de la station d’épuration de Beni
Mered (Blida) le 19/03/2023 et 08/05/2023 pour chaque échantillon :

e Eau usée brute (EB)
e Eau usée traité (ET)
e Boue activé (BA)

11.2.1.2. Matériels non biologiques
Pour effectuer les analyses physico-chimigues, microbiologiques,nous avons utilisé
des appareilles, la verrerie, des réactifs et des milieux de culture voir (annexes).
11.2.2 Méthodes
11.2.2.1 Prélévement des échantillons
Trois types de prélevement de chaque échantillon ont été mené:

e Préléevement automatique (préleveur automatique) d’eau brute (EB) a I’entrée
de la S.T.E.P, apres le dessableurs-déshuileur.

e Prélévement manuel d’eau traitée (ET) a la sortie de la S.T.E.P, apres la
décantation secondaire.

e Prélevement manuel de boue activée(BA) au niveau de bassin biologique.

Il est & noter que les échantillons de boue activée ont été analysés dans un délai de 24
heures au maximum, afin d'éviter toute modification des concentrations des micro-
organismes.

11.3. Les analyses physico-chimiques des eaux usées

11.3.1. Mesure de la température
La mesure de la température a été effectuée par l'utilisation d'une sonde
thermométrique Pocket pro(Hach) qui est trempée soigneusement dans la prise

d'essai. La lecture est faite aprés stabilisation du thermométre (annex 5) (ONA,
2015).
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11.3.2. Mesure du potentiel d’hydrogéne (pH)

Il consiste a mesurer la différence de potentiel existant entre une électrode de verre
et une électrode de référence plongeant dans une méme solution. Le pH-métre sens
ION (Hach) est doté d’une ¢€lectrode en platine ( annex 5) (ONA, 2015).

11.3.3. Mesure de la conductivité électrique

La conductivité électrique est une mesure de courant conduit par les ions présents

dans 1’eau. La détermination se fait directement a 1’aide d’un conductimeétre HACH

HQ430d (annex 5)(ONA, 2015).

11.3.4. Détermination de la demande chimique en oxygéne (DCO)

La demande chimique en oxygene, notée DCO, représente la quantité d'O2
consommeé partoutes les matiéres réductrices (ONA, 2015) Les substances oxydables
réagissent avec le bichromate de potassium sulfurique, en présence de sulfate d’argent
(annex 5) . Le chlorure est masqué avec du sulfate de mercure. La coloration verte du

Cr** sera déterminée photo métriquement.

11.3.5. Détermination de la demande biochimique en oxygéne(DBOs )

Les micro-organismes présents dans un échantillon d’eau qui contient de la
matiere organique biodégradable consomment I’oxygéne et produisent une quantité

équivalente en anhydride carbonique (CO2) (‘annex 5) (ONA, 2015).

11.3.6. Dosage de ’azote ammoniacal par méthode Kit Hach LCK303/LCK 305.

Ce mode opératoire décrit une méthode d’analyse pour la détermination de la
concentration de 1’Azote Ammoniacale allant de 2-47 mg/l, 1-12mg/l, NH4-N (
annex 5) (ONA, 2015).

11.3.7. Dosage des nitrites (N-NO2) par méthode KIT Hach LCK 341

Ce mode opératoire d’écrit une méthode d’analyse pour la détermination de la

concentration des nitrites allant de 0,015-0.6 mg/l NO2-N ( annex 5) (ONA, 2015).
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11.3.8. Dosage des nitrates (N-NO3) par méthode kit Hach LCK339

Ce mode opératoire décrit une méthode d’analyse pour la détermination de la
concentration des nitrates de 0,23-13,5 mg/l NO3-N ( annex 5) (ONA, 2015).

11.3.9. Dosage d’azote Total (NT) par méthode Kit Hach LCK338/LCK238

Ce mode opératoire décrit une méthode d’analyse pour la détermination de la
concentration d’azote total pour les deux gammes : 20 — 100 mg/l (haute gamme) et 5
— 40 mg/l (basse gamme) ( annex 5) (ONA, 2015).

11.3.10. Dosage de Phosphate Total (PT) par méthode Kit Hach LCK 350/348

Ce mode opératoire décrit une méthode d’analyse pour la détermination de la
concentration des phosphates allant de 2 — 20mg/l, 0,5 — 5mg/l PO4-P ( annex 5)
(ONA 2015).

I1.4. Caractérisation physique et microbiologique des boues activées.
11.4.1. Analysephysique de boue activée
11.4.1.1. Détermination des matiéres en suspension (MES)

Les matiéres en suspension (exprimeé en g/L) représentent la fraction non dissoute
des effluents responsables de la turbidité de 1’eau (annex 5) (ONA, 2015).

- La MES est calculée selon la formule suivante :MES (g/1)=M;-M/VVx1000

Avec :

M, : masse (en g) du creuset vide.
M; : masse (en g) du creuset apres étuvage.
V : volume (en ml) de I’échantillon.
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11.4.2. Analyse microbiologique des boues activées

11.4.2.1.1solement des champignons dépolluants

Afin d’isoler les genres fongiques suivant : Altarnaria, Aspergillus,Penicillium et
Trichoderma, un ensemencement en surface par étalement d’une 0,1 ml de la
suspension de boues activés diluée est préparée sur le milieu de culture adéquat a
chaque genre (Botton et al, 1990), en respectant les conditions d’asepsie et en

manipulant toujours dans la zone stérile.
Nous avons utilisé les milieux de culture suivants :

e MilieuPDA (Potato dextrose agar)(annexe 1), pour I’isolement des
champignons de genre Alternaria et Penicillium les boites ensemencées sont
incubées a 25°C pendant 7 jours.

e Milieu sabouraud+chloramphénicol(annexel), pour l'isolement des
champignons du genre AspergillusetTrichoderma, les boites ensemencées sont

incubées a 25°C pendant 7 jours.

11.4.2.3. Purification des souches

La purification des champignons isolés a été établie par la réalisation des
subcultures sur bouillon (apparition de trouble dans le milieu liquide) et sur milieux
sélectifs de chaque souche jusqu'a l'obtention des colonies pures bien distincte et

homogeéne.

I1.5.Caractérisation macroscopique et microscopigue

Les clés d’identification décrites par Watanabe, (1994) et Elis et al., (2007) ont été
utilisés pour la classification des champignons isolés. Les échantillons ont été
prélevés aussi bien dans les bordures des colonies ou les structures fertiles jeunes et le
nombre de spores est peu, et du centre des colonies pour prélever les structures

renfermant des spores et ou les spores sont beaucoup plus matures.
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I1.5.1.Caractérisation macroscopique

L’observation macroscopiquea 1’ceil nudescultures a été réalisée apres 7 jours
d’incubation a 25°C on se basant surtout sur la taille, la forme, la couleur, I’aspect et
la pigmentation des colonies. Cela nous a permet de prélever et de sélectionner
seulement les colonies appartenant aux genres fongiques

ciblés :Alternaria,Aspergillus,Penicillium et Trichoderma.

11.5.2. Caractérisation microscopique

Lors de I’analyse microscopique des coloniesa eu lieu on utilisant une coloration avec
Bleu de Méthyléne,une observation d’un prélévement d’une culture jeune entre lame
et lamelle plusieurs structures a était observéescomme 1’appareil végétatif, les organes

de fructification et les spores

11.6.Test de synergie

Nous avons effectué le test de synergie avec 2 genres fongiques Aspergillus sp et
Trichoderma sp vis-a-vis trois genres bactériennes de
Bacillus,Escherichia,Pseudomonas épuratrices , isolée et identifiées par(Ouled
chabane,2022).Le pouvoir de synergie a été testé sur deux milieux différentsPDA et
MH Pour avoir siil ya une synergie entre les champignons et les bactéries par deux

techniques cylindres d’agar et des disques pour I’épuration des eaux usées.

11.6. 1. Préparation des bactéries tests

Les tests antibactériensont été effectués sur des cultures bactériennes jeunes(18 a 24
heures), en phase de croissance exponentielle. L’opacité de la suspension bactérienne
(Bacillusthuringiensis, Escherichia coli ,Pseudomonasaeruginosa)dans 1’eau
physiologique (0.9% NaCl) stérile, doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland, de
concentration bactérienne estimee a 106 UFC/ml aprés incorporation dans le milieu
Mueller Hinton (Isu et al. 2002).

L’activité inhibitrice se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition aprés 18 a

24 heuresd’incubation a 37 °C.
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11.6. 2.Préparation des champignons
Les champignons isolés(Aspergillus sp et Trichoderma sp) ont été ensemencées sur
milieu PDA et SABOURAUD+CLOROPHENICOL (annexel). Apres 10 jours

d’incubation a 28°C.

11.6.3.Technique des cylindres d’agar

Des cylindres de champignons de 6mm de diamétre ont été perforés a 1’aide d’un
emporte-piéce, puis déposés a la surface du milieu Mueller-Hinton préalablement
ensemencés par écouvillonnage selon la technique du NCCLS (National Commitee
for ClinicalLaboratory Standard) par les bactéries tests. Les boites de pétri portant les
cylindres d’agar sont placées a 4°C, pendant 4 heures,pour permettre une pré-
diffusion des substances bioactives élaborées par les souches fongiques, puis incubées
a 37°C pendant 18 a 24 heures (Gungi et al., 1983 ; Madigan et al, 1997).

11.6.4. Technique des disques
Ces techniques consistent a étudier I’effet des métabolites secondaires des souches

fongiques diffusés dans un milieu de fermentation liquide.

11.6.4.1. Filtrat par fermentation Potato Dextrose Broth (PDB):

La production des métabolites secondaires, par les souches antagonistes, et la mise
en évidence de leur activité antibactérienne, a été effectuée selon le protocole de
Dennis et Webster, (1971). Le milieu de fermentation utilisé pour cet objectif est le
PDB (annexe 1). Des flacons de 250 ml, contenant 200ml du milieu de culture, ont été
inoculés par quatre disques de culture agée de sept jourspour chaque souche
(Aspergillus sp , Tricodermasp) avec une agitation a 1’aide d’un agitateur incubateur
(annexe 2) a 28°C pendant 7 jours. Aprés fermentation, et afin de tester l'activité
antibactérienne des surnageants des cultures, les contenus des flacons de fermentation
ont été filtrés a travers du papier Whattman afin de séparer le mycélium du milieu de
culture supposant contenir les molécules bioactives. Le surnageant, ainsi obtenu, a été

filtré a travers des filtres millipores stériles de 25um de diametre pour le stériliser.
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11.6.4.2. L’application de technique des disques

Le test de I’activité antibactérienne des extraits obtenus consiste & rechercher leurs
effets synergie sur le développement des espéces bactériennes. Un écouvillon stérile
trempé dans la suspension bactérienne a servi a ensemencer uniformément toute la
surface de la boite de gélose Mueller - Hinton. Aprés séchage de la surface (environ 5
min), des disques de 6 mm de diametre du papier Wattman imbibés avec 10ul de
I'extrait a tester (Aspergillus sp , Trichodermasp ), sont séchés et déposés sur la
surface des boites. Ces derniéres, sont incubées a 4°C dans un réfrigérateur pendant
2H pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives, puis placées dans une
étuve & 37°C pendant 18 a 24 heures (Hazline et al., 2009).

I11.7. Conservation des isolats

11.7.1. Conservation courte durée

La conservation a court terme des souches pures est effectuée sur milieu TSA
(Gélose tryptone soja)solide incliné.Aprés croissance a température optimale, les
cultures sont maintenues a 4°C et le nouvellement des souches se fait par repiquage

toutes les six mois (Badisetal. 2005).

11.7.2. Conservation longue durée

Le milieu de conservation contient 70% des cultures de 5 jours (milieu liquide) et
30% de glyceérol (98%). Les cultures sont conservéees en suspension dense et en tubes
éppendorfs stérile a -20°C (Badisetal. 2005).
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Résultats et interprétation

Ce chapitre présente les résultats et la discussion des analyses physico-
chimiques,microbiologiquesobtenus, selon les méthodes decrites dans le chapitre

précédent, nous avons obtenu les résultats suivants :

I11.1. Parametres physico-chimiques des eaux usées (brutes et
traitées)

Les résultats d’analyses physico-chimiques des différents échantillons des eaux a
savoir : Eau brute (EB) et Eau traité (ET) effectués pour montrer la qualité des eaux
usées de la station de Beni Mered avant et apres traitements par les boues activées
sont illustrés dans les (Tableau 1). Les résultats obtenus sont comparés avec les
normes de L'Organisation mondiale de la Sant (OMS) et Journal Officiel de la

République Algérienne (JORA) (2006) afin d’évaluer la qualité de ces eaux étudiees.

111.1.1. Température

Les températures enregistréeal’entrée des eaux usees et a la sortie apres traitement
sont comme suit(Tableu 1), les valeurs des moyennes de la température des eaux
brutes (EB) sont de (18.9 a 24°C) et les valeurs des eaux traitées (ET) sont (18.8 a
23,6°C)

D’apreés les résultats obtenus, les valeurs de la température indiquent une légére
diminution de I’entrée vers la sortie (Tableau 1). Ces résultats sont conformesaux
normes publiées dans(JORA)qui indiquent que,la température d’une eau épurée ne
doit pas dépasser 30°C. Les eaux épurées des stations d’épuration BeniMered Blida

sont donc dans les normes.

Les températures de 1’eau traitée restent toujours inférieures a celles enregistrées
au niveau des eaux brutes. Ces valeurs varient en fonction de I’heure de prélevement
et des conditions météorologiques, sachant que 1’augmentation de la température
favorise 1’autoépuration et 1’accroissent de la vitesse de sédimentation, ce qui présente

un intérét dans les stations d’épuration.
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111.1.2. Potentiel hydrique (pH)

Les valeurs du pH obtenues dans notre étude révelent une augmentation a 1’entrée
et a la sortie au niveau de la station d'épuration. Les résultats enregistrés sont comme
suit I’eau brutede (6.86 a 7,10) et celles enregistrés sur les eaux usees traitées sont,
Eau traité de (6,56 a 6.75) ils sont en accord avec ceux obtenus par(Bossis ,
2000;0uldchabane, 2022 ). De méme, ces valeurs sont généralement comprises
entre 6,5 et 8,5 considérées comme valeurs limites de rejets directs dans le milieu
récepteur (JORA, 2006).

Le pH, indique aussi 1’alcalinité des eaux usées, son rdle est capital pour la
croissance des microorganismes qui ont généralement un pH optimum variant de 6,5 a
7,5. Lorsque le pH est inférieur a 5 ou supérieur a 8,5, la croissance des
microorganismes est directement affectée. En outre, le pH est un élément important
pour D’interprétation de la corrosion dans les canalisations des installations de

I’épuration (Driss et al. 2009).
111.1.3. La conductivité électrique

Les eaux usées brutes (EB)ont montré des valeurs de conductivité électrique
(Tableau 1) qui varie de (1694 a 2008) par contre dans les eaux usées traitées (ET)la
conductivité électriques est de (1298a1456), cela est probablement due au traitement
biologique de I’eau usée, Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Driss et

al. 2009).

La conductivité électrique est probablement I'une des plus simples et des plus
importantes pour le contrdle de la qualité des eaux usées. Elle traduit le degre de
minéralisation globale, elle nous renseigne sur le taux de salinité de ces eaux.Les
valeurs de conductivité électrique eélevées traduisent. SelonGaujous(1995) une
minéralisation importante indique une certaine richesse en sels, expliquant les valeurs

¢levées enregistrées toujours a I’entrée.
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Tableau 1: Analyses physico-chimiques des eaux usées prélevées a I’entrée et a la

sortie.
Type El E2 Normes
d’analyse JORA
Eau usée Eauusée Eau usée Eauusée
Brute traitée Brute traitée

pH 7,10 6.56 6.86 6.75 6,5-8,5

T (C°) 18.9 18.8 24.1 23.6 <30

CE(uS/cm) 2008 1298 1694 1456 ND

ND : Non déterminé
111.1.4. Paramétres de la pollution organique
» Lademande chimique en oxygéne (DCO)

Les résultats de la demande chimique en oxygene(DCO) enregistrés dans nos
échantillons ( Tableau 2) montrent une forte diminution de la pollution carbonée de
I’entrée a la sortie des eaux usées, les résultats montrent a I’entrée (EB) une quantité
moyenne de DCO de (1126 a 1254mg/l) et, les valeurs de la DCO de I’eau traitée
(ET) elle varie de E1 (80.4mg/l) & E2( 71.0mg/l ) , les valeurs obtenues dans les
échantillons testés (EB) et (ET) répondent aux normes algériennes , qui indiquent que
les rejets doivent étre
(<125mg/l) ainsi qu’aux normes de I’OMS (<90mg/I)(JORA, 2006).

(<120mg/l) et a celles de la communauté européennes

» Lademande biologigue en oxygéne (DBOs)

La DBO5 fournit donc une des indications importantes permettant de juger la
qualité d'une eau et de son degré de pollution, la valeur DBOs enregistré dans notre
étude (Tableau 2) diminue de I’entrée a la sortie, la moyenne de la valeur de ce
parametre enregistré sur (EB) varie de (380 a 431mg/l) et de (7 @ 9 mg/l )dans I’eau
usée épurée (ET), I’abaissement de ces valeurs de la DBOs dans 1’eau épurée est di
au passage dans le dessableur, et dans les bassins d’aérations qui permettent
I’élimination d’une quantit¢ de la DBOs (pourcentage considérables des matiéres
organiques et des matieres minérales), mais la grande quantit¢ de la DOBs5 est

éliminée.
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D’apresBliefert et Perraud (2001), elle est associée au maximum du
développement de 1’abondance fongiques et une diminution de la teneur en oxygene
suite a la consommation de ce dernier par les microorganismes. Selon JORA (2006),
la qualité de I’eau enDBOs est inférieure aux normes algériennes de rejet (35mg O2/1).

Ces resultats sont en accord avec ceux obtenus par (Bounoud ,2014)

Tableau 2: Analyses physico-chimiques des eaux usées prélevées a I’entrée et a la
sortie (DCO, DBO5).

anlz;li/sses El = Ifllglgzn,is
Eau usee Eauuséetraitée EEl S Eauuséetraitée
Brute Brute
pco(mgly | 12 80.4 1126 71.0 <120
DBOs(mg/l) 380 7 431 9 <35

I11.1.6. Nitrites (NO2-)

D’aprés les résultats obtenus au cours de notre étude, la teneur en nitrites des eaux
usées brute (EB) et (ET) sont trés faible nous avons interprétes des valeurs suivants :
pour les (EB) les valeurs varie de (0,12 a 0.32mg/I’unité)et pour les eux traitée (ET)
varie de(0.21 a 0.60mg/l ) (Tableau 3), nous avons enregistré une légeére
augmentation entre ’entrée et la sortiececi s’explique par un manque d'oxygene
nécessaire pour transformer les nitrites en nitrate (la nitrification) par les micro-
organismes.Les nitrites représentent la forme la moins oxygénée et la moins stable des
composés azotés. Leur présence est due, soit a [’oxydation bactérienne de

I’ammoniaque, soit a la réduction des nitrates (Rejsek, 2002).

I11.1.7. Nitrates (NO3-)

La quantitt moyenne de 1’azote nitrique N-NO3- enregistré a I’entrée de la
station dans I’eau brute (EB) est de 1,61 mg/l. elle est inférieur a celle noté a la sortie
de la station dans I’eau traité (ET) est de 11,3 mg/l, ce résultat est en accord avec ceux
obtenus par (Ouldchabane, 2022 ) et explique le déroulement de la réaction de

nitrification de ’azote qui continuera sa transformation en N-NO3- dans le bassin

23




Résultats et interprétation

d’aération. Le traitement d’épuration par boue activée dans le bassin d’aération

prolongé n’arrive pas a éliminer 1’azote nitrique NO3- .

111.1.8. Azote Ammoniacal (NH4+)

Une réduction remarquabledes valeurs de 1’azote ammoniacal (NH4+) a été
observée dans les eaux traitées, a I’entrée de la station les valeurs varient de (25.3 a
76) dans 1’cau brute, et a la sortie les valeurs sont de (1.2 a 8,06) dans 1’eau
traitée(Tableau 3). En effet, ’azote ammoniacal est oxydé par nitrification en nitrite
NO2- un état intermédiaire, puis ce dernier est rapidement oxydé en nitrate NO3-.
Cette transformation est effectuée en présence d’oxygeéne par des micro-organismes
autotrophes nitrifiantes en deux étapes, la premiére étant assurée par des micro-
organismes Nitrosomonas et la deuxieme par des micro-organismes Nitrobacter
d’apres Aubry (2003). L’ammonium est la forme d’azote la plus toxique. Sa présence
dans I’eau est liée soit aux rejets urbains et industriels, soit par réduction des formes

azotées (nitrates et nitrites) en conditions réduites (Debieche, 2002).

111.1.9. Azote total

L’azote détecté dans I’eau usée est la somme de toutes les formes azotées (nitrite,
nitrate, ammonium et azote organique) donc I’excés de I’azote total est di aux valeurs
tres élevées pour ces formes. D’apres le (Tableau 3), les valeurs des moyennes de
I’azote total a I’entrée c'est-a-dire dans ’eau brute (EB) varie de (28.8mg/l a 29.6
mg/l) , tandis que a la sortie , nous avons noté une moyenne de 13.5mg/l dans I’eau
épurée (ET) , la réduction des valeurs de 1’azote total s’interpréte par la décantation de
la matiére organique et I’oxydation de ’ammonium NH4+ . Les valeurs obtenues

apres traitement sont conformes a la norme algérienne qui est de 30 mg/I.

111.1.10. Ortho phosphate PO4-3 et phosphore total

La teneur d’orthophosphate et de phosphore des eaux épurées (1 a 9) semble
inférieure a celle enregistrée dans les eaux brutes (2.81 a 14,3) (Tableau 3), la
diminution des teneurs de Dl’entrée de la station vers la sortie est due a sa

consommation par les champignons au cours du processus d’épuration. Les teneurs
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obtenues des ortho phosphates et de phosphore dans les eaux usées traitées ne
dépassent pas la valeur limitée acceptable d’un rejet direct dans le milieu récepteur (2

mg/1) pour 1’ortho phosphate et 10 mg/1 pour le phosphore (JORA, 2006).

Selon Rodier et al. (2005), le phosphore peut se trouver sous différentes formes
oxydées, sous la forme acide, on trouve 1’acide méta (HPO3), pyro (H4P207) et ortho
(H3PO4). En milieu aqueux, les acides métas et pyro tendent vers une forme plus
stable: I'ortho phosphate. Pratiquement, c'est sous cette forme qu'on le rencontre dans

les eaux superficielles dont le pH est compris entre 5 et 8.

Tableau 3: Analyses physico-chimiques des eaux usées prélevées a I’entrée et a la
sortie (NO,,NO3", NH4+ NT,PO4, PT)

Types E1 E2 Normes
analyses JORA
Eall Usce Eauuséetraitée Eall Usce Eauuséetraitée
Brute Brute
NO, (mg/l) 0,329 0,602 0.129 0217 ND
NO, (mg/l) 161 113 0,662 0,932 ND
NH.+(mg/l) 76 8.06 253 123 ND
NT (mg/l) 288 192 296 8.00 30
PO4 (mgh) 143 9.87 281 1,00 2
PT (mg/l) 4338 303 itk 1150 10

I11.2. Caractérisation physique et microbiologique des boues activées

111.2.1. Analyse physique des boues activées MES :

La boue épuratrice étudiée montre présente une concentration de MES varié entre
1.56 - 3,59 g/l dans le bassin d’aération (Tableau 4). Ces valeurs ne dépassent pas le
seuil fixé par le manuel d’exploitation de la STEP (2 et 4 g/l), ce qui montre le bon

fonctionnement de la STEP.
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Tableau 4: Les résultats d’analyses des boues activées

Analyses physique El E2
MES (g/l)
1.56 3.59
Norme
2-4¢/1

111.2.2. Analyses microbiologiques des boues activées
111.2.2.1. Identification des souches fongiques

Les méthodes de caractérisation phénotypique décrites ont permis une

identification préliminaire des genres fongiques appartenant aux genres
suivant:Alternaria, Aspergillus,Trichoderma et Penicilium. Cette identification a été

basee sur les caracteres macromorphologiques etmicromorphologiques.

111.2.2.1.1. Caracteresmacromorphologiques

111.2.2.1.1.1.0bservation macroscopique

Aprés une séries de répétions nousavons purifiéculture de genres fongiques

suivants (Tableu 5)

Tableau 5 : Caractéristiques morphologiques des isolats purifiés

Forme de la | Couleur de Durée ]
Groupe ] ] Aspect ) ) Figure
colonie la colonie d’incubation
Groupe n°1 ) ) ) )
) Circulaire Noir Granuleux | 7 jours 02
Alternaria
Blanc puis
Groupe n°2 Iréguliére _ Poudreux 04
. Noir
A.niger : )
réaulie Blanc puis G | 7 jours 03
i reguliere ranuleux
A.fumigatus J Vert foncée
Groupe n°3:
i : . 05
Penicilliumsp | Circulaire | Vert-gris | Cotonneux | 5 jours
Groupe n°4
. N ) 06
Tricodermasp | circulaire vert Cotonneux | 5 jours
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Figure 2 : Aspect macroscopique d’Alternaria sur milieu PDA isolé a partir de la
boue activée.

Figure 3 : Aspect macroscopique de Aspergillus sp sur milieu
sabouraud+chloramphénicol. isolé a partir de la boue activee.
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Figure 4 : Aspect macroscopiqued’ Aspergillus sp sur
milieusabouraud+chloramphénicol, isolé a partir de la boue activée.

Figure 5 : Aspect macroscopique de Penicillium sur milieu PDA, isolé a partir
de la boue activée.

Figure 6 : Aspect macroscopique de Trichodermasur milieu
sabouraud+chloramphénicol, isolé a partir de la boue activée.
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111.2.2.1.2.0bservation microscopique

Apreés la caractérisation macroscopiqgue, les genres fongiqueobtenus sont (Tableu 6)

Tableau 6 : Caractéristiques microscopiques des isolats purifiés

Groupe Mycélium et Vésicule Phialide Conidies Tete Figur
conidiophore Aspergillair e
e
Groupe n°1 : | mycélium est produisent | divisées par 07
septé. Dépourvu a leurs des septas Dépourvu
Alternaria conidiophores extrémités | transversaux,
:septés longitudinau
X
Groupe n°2 : | LongSouvent Directemen Rondes, 09
verrugueux Présence |t vertes, Unisériée en
A.niger incolore Insérées échinulées ou Colonie
Parois épaisses sur lisses
la vésicule
Mycélium : Globoleu | Directemen | Globulaires Radiée, noir 08
A.fumigatus | Cloisonne S t , brun, a maturité
Conidiophore inséréessur Disposés en
Hyalin,,siphonn | Sphérique | la vésicule chaine
e
Mycélium :
Groupe n°3: | cloisonné
Disposées Rond, Dépourvu 10
Penicilliums | Conidiophore : Dépourvu | en pinceaux pigmenté
p Hyalin, lisse,
ramifié, septé
Groupe n°4: | Mycélium : Forme de
cloisonné Dépouru | Quille
Tricodermas | Conidiophor : groupée en Globulaire | Dépourvu 11
p Hyalin, Septé trois

Conidiphore

septé

Figure 7 : Aspect microscopique de Alternaria (G : X100)
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Téte
Aspergillaire

Figure 8 :Aspect microscopique de Aspergillus fumigatus(G : X100)

Téte
Aspergillaire

Phialide

en pinceu

Figure 10 : Aspect microscopique de Penicillium (G : X100)
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Phialide

Figure 11 : Aspect microscopique de Trichoderma sp (G : X100)

L’identification macroscopique et microscopique des champignons isolée de
boueactivée a mis en évidence la présence 14 souches fongiques représentant
quatregenres différents:Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, regroupés

en deux classes d’ Ascomycéte etDeutéromyceéte.

Le groupe le plus abondant et frequemment détecté dans la boue activée est le
groupe d’Ascomycéte qui inclut 9 souchesd’Aspergillus,qui ont unelarge répartition
géographique, et ils sont plus souvent associés aux régions a climat
chaud(Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002)et ils se développent sur la matiére

organique endécomposition(Morin, 1994).

Certaines especes d’Aspergillus jouent un role dans I’épuration des eaux usées. Les
études ontmontré qu'Aspergillus nigeravait un grand potentiel pour traiter les boues en
améliorant lescaractéristiques de dégradation, de sédimentation et de déshydratation
des boues (Fakhru'l-Razi et al., 2002 ; Alam et al., 2003 ; Alam et Fakhru'l-Razi,
2003;Jamal et al., 2005 ;Mannan et al., 2005 ; Fleury, 2007).

Akhtar et Mohan (1995), ont signalé qu'Aspergillusniger avait une excellente

capacité a concentrer les ions argent.

Le groupe 2 avec deux isolats de genre Trichoderma, ce genre appartenant a

laclasse des Deutéromycétes qui sont des saprophytes.
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D’apres Felczak et al (2016), Les especes de Trichoderma sont capables de
dégraderdes contaminants complexes, tels que les insecticides, le polyéthylene et la

cellulose, enutilisant des enzymes extracellulaires.

Le groupe 3 comprend le genre Penicillium, ce genre réunit des
champignonsfilamenteux, appartenant au phylum des Ascomyceétes (Pitt, 1988). Les
espéces dePenicillium se développent normalement dans des milieux ou ’activité de

I’eau est plusélevée.

Selon Mannan et al(2005), le genre Penicillium peut produire
I'antibiotiquepénicilline, qui peut contribuer au contrdle des bactéries pathogénes
présentes dans les bouesactivées. Les hyphes penicillium ont également une grande
capacité a améliorer labioconversion et a améliorer la déshydratation et la filtrabilité
des boues activees. La plupartde ces champignons produisent des enzymes
extracellulaires pour assimiler les hydrates decarbone complexes sans hydrolyser, ce

qui permet de dégrader divers polluants (Novarina,2015).

Les résultats indiquent que la boue activée constituée un habitat pour la croissance
etla sporulation de différents groupes de champignons, a la fois saprophytes,
pathogenes etbénéfiques, nos résultats sont semblables avec celle de (Diener et al
,1976).Les informations sur les communautés fongiques dans les stations d’épuration

desboues activées restent largement inexplorées (Awad et Kraume, 2011)
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111.2.2.2.Les résultats d’activité de synergie par technique des cylindres

> Aspergillus sp

La mise en évidence de I’activité de synergie des souches fongiques suivantes :
Aspergillus sp et Trichoderma sp vis-a-vis les souches bactériennes Bacillus
thuringiensis ,E .coli et Pseudomonas aeruginosa  montré 1’apparition des zones
d’inhibition chez une seule souche bactérienne Bacillus thuringiensis bien nette en
comparaison avec les ttmoins , aucune zone d’inhibition a été enregistré chez E.coli,
P.aeruginosa (Figure 12) (Figurel3, Figure 14)

Zone
d’inhibition

Temoin : Bacillus thuringiensis

Figure 12 : Résultat de synergie de souche fongiques Aspergillus sp et
souche bactérienne Bacillus thuringiensis par technique des cylindres

Témoin : Escherichia coli

Figure 13 : Résultat d’activité de synergie de souche fongiques
Aspergillus sp et souche bactérienne E.coli par technique de cylindres
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Témoin :Pseudomonas aeruginosa

Figure 14 : Activité de synergie de souche fongiques Aspergillus sp et
souche bactérienne P. aeruginosapar technique des cylindres

» Trichoderma.sp.

La mise en évidence de I’activité de synergie des souches fongiques suivantes :
Aspergillus sp et Trichoderma sp vis-a-vis les souches bactériennes Bacillus
thuringiensis ,E .coli et Pseudomonas aeruginosa a montré 1’apparition des
zones d’inhibition chez une seule souche bactérienne Bacillus thuringiensis bien
nette en comparaison avec les témoins , aucune zone d’inhibition a été enregistré
(Figure 15) (Figurel6), (Figure 17)

Zone
d’inhibition

Témoin : Bacillusthuringiensis

Figure 15 : Activité de synergie de souche fongiques Trichodermasp et
souche bactérienne Bacillus thuringirnsissu par technique des cylindres
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Témoin : Escherichia coli

Figure 16 : Activité de synergie de souche fongiques Trichodermasp et
souche bactérienne E.colipar technique des cylindres

Témoin : Pseudomonas aeruginosa

Figure 17 : Activité de synergie de souche fongiques Trichodermasp et
souche bactérienne P. aeruginosapar technique des cylindres
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111.2.2.2.1. La mise en évidence d’activité de synergie :
» Technique des synergie d’agar :

Pour cette technique, les résultats obtenus montrent que les deux especes
fongiques testés a savoir: Aspergillus et Trichodermaprésentent une activité
antibactérienne considérable contre la bactérie Bacillus thuringiensis.( Figures 13 et
16 ) ou les moyennes des diamétres des zones d’inhibition allaient de 9 mm a 10 mm
non résultats s’accordent avec ceux d’Abdelaziz en 2006 sont conformes a la norme
de 4mm a 6mm sont sensible et 0 a 3 mm sont résistantes  ,contrairement aux autres
bactéries sur les quelles les deux espéces fongiques Aspergillus sp et Trichodermasp

n’ont montré aucune inhibition .

Aprés incubation I’apparition d’une zone translucide autour des cylindres d’agar
cela permet de déceler la présence des métabolites fongiques qui inhibent la

croissance des bactéries testées.
111.2.2.3.Les résultats de synergie par technique des disques

» Aspergillus niger

La mise en évidence de I’activité synergie du deux Filtra d” Aspergillus niger vis-a-
vis de trois souche bactérienneBacillus thuringiensis, E.coli et P .aeroginusaa
montré aussi 1’apparition des zones d’inhibition chez Bacillus thuringiensis, aucune
sensibilisation a été enregistré sur les deux autres bactéries (Figure 18) (19 et 20)

Zone
d’inhibition

Figure 18 : Activité synergie de Filtrat d’Aspergillus nigersouche
bactérienneBacillus thuringiensis sur milieu MH
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Figure 19 :Activité synergie de Filtrat

d’ Aspergillus nigersouche bactériennekE.coli sur milieu MH

Figure 20 :Activité synergie de Filtrat d” Aspergillus .nigere souche
bactérienneP. aeruginosa sur milieu MH
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» Trichoderma sp

La mise en évidence de ’activité de synergie du deux Filtra de Trichoderma .sp
et Aspergillus sp vis-a-vis de trois souche bactérienne Bacillus thuringiensis,
E.coli et P .aeroginusa a montré aussi 1’apparition des zones d’inhibition chez
Bacillus thuringiensis , aucune sensibilisation a été enregistré sur les deux autres
bactéries.

Zone
d’inhibition

Figure 21 :Activité synerie de filtra de Trichoderma.sp etsouche
bactérienneBacillusthuringiensissur milieu MH

Figure 22 :Activité synergie de filtra de Trichoderma.sp etsouche
bactérienneE.coli sur milieu MH
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Figure 23 :Activité synergie de filtra de Trichoderma.spetsouche
bactérienneP. aeruginosasur milieu MH.

111.2.2.3.Résultats de synergie par Techniques des disques :

Cette technique consiste a étudier I’effet des métabolites secondaires des souches

fongiques diffusés dans un milieu de fermentation liquide.

111.2.2.3.1.L’application de technique des disques :

Concernant cette téchnique le Filtra des souches fongiques Aspergillus sp et
Trichodermasp a provoqué une zone d’inhibition de 8mm de diamétres chez Bacillus
thuringiensis qui s’accordent avec ceux d’Abdelaziz en 2006 sont conformes a la
norme de 4mm a 10mm sont sensible et 0 & 3 mm sont résistantes , aucun inhibition
n’a été observer chez E.coli et P. aeruginosaeffet n’a été observé avec les autres

bactéries etudiées(Figures 19 et 22)

39



Résultats et interprétation

Discussion:

Les champignons sont des producteurs prolifiques de métabolites secondaires, en
effet, ilspeuvent produire des quantités impressionnantes et leurs produits peuvent

avoir une grande importance (Botton et al., 1990 ;Barrios-Gonzéalez et Mejia, 2008

).

Les métabolites secondaires sont généralement produits par fermentation par un
nombre limité d’organismes, principalement par les actinomycétes et les
champignons, a la fin de leurs cycles de croissance, souvent pendant la phase
stationnaire, et sont connues par leur effet antibactérien (Botton et al., 1990 ;Barrios-
Gonzélez et Mejia, 2008 ).

Nos résultats s’accordent avec ceux d’Abdelaziz en 2006 dont les résultats ont
montré que les souches fongiques Aspergillus sp et Penicillium sp ont eu un effet
antibactérien  considérable  vis-a-vis de  deux bactéries Gram = (+)
BacillusthuringiensisetStaphylococcus aureus. D’autre part, les résultats de
Abdulwahid et al.,en 2013, ont révélé que A.niger possédait un effet inhibiteur

significatif contre S. aureus, S.epidermidis, Bacillus sp .

D’apres les résultats obtenu ont peut mentionnés que 1’absence d’activité
antibactériens ont peut I’utiliser les souches fongiques de genre Aspergillus et
Trichohderma avec E.coli et P. aeruginosa ensembles dans 1’épuration des eaux

usées.

Les especes fongiquea travers une caractéristiques morphologiques,
culturales,microscopique,sontconnue par leurs réle dans la bio remédiation, et dans la
littérature ces especes sont citées comme des microorganismes a pouvoir dépolluant,

ce qui nous a motivé de conserver ces espéces pour des futurs travaux.
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Conclusion

Notre étude a portée d’une part sur les analyses physico-chimiques des eaux usees
(brutes et traitée) de la station d’épuration de Béni Mered Blida, et d’autre part sur les
caractérisations morphologiques culturales, de quelques champignons dépolluants des
eaux usées isolées a partir des boues activées.

Les résultats obtenus dans notre étude concernant les caractéres physico-
chimiques des eaux usées a 1’état brute (a I’entrée de la station) et épuré ( a la sortie
de la station)semblent tres satisfaisants, car ils répondent aux normes (JORA, 2006),
la température et le pH ne varient pratiqguement pas,une diminution remarquable de la
conductivité électrique a été soulever, les paramétres relatifs ala pollution (DBO5,
DCO, NH4 + , PT, PO4 -3 et NT) ont diminué de facon importante entre les eaux
usées brutes (ou en enregistrent les valeurs les plus élevées) et les eaux usées traitées
(ou on enregistre les valeurs les plus faibles), par contre les teneurs des nitrites et
nitrates ont augmenté a cause du processus de nitrification qui transforme l'azote
ammoniacal (d'ou sa diminution) en nitrates (d'ou leur augmentation), ce qui
démontre un dysfonctionnement de traitement en terme d’élimination du nitrates. Les
phosphates de l'eau usée sont utilisés, durant le traitement biologique, dans la
métabolisation bactérienne, ce qui provoque la diminution des teneurs en phosphates
de I’entrée a la sortie de la station d’épuration. Pour 1’analyse physique des boues
activées la quantité de MES dans les deux bassins d’aération ne dépassent pas le seuil

autorise, ce qui indique le bon fonctionnement de la STEP.

L’isolement et identification des 14 isolats fongique dont 9 isolats proviennent du
1%échantillon et 5 isolats de 2eme échantillon isolés a partir des boues activées, selon
la cléd’identification de Watanabe, (1994) et Elis et al., (2007), les 14 souches
fongiquesreprésentants ~ quatres genres différents : Alternaria ,Aspergillus,
Penicillium, Trichoderma, regroupés en deux classes d’Ascomycéte etDeutéromycéte,
et d’autres souches sont des mycéliums stérile.dans les boues activées de la STEP de
Benimered (Blida), ces especes jouent un réle important dans la nitrification et la
dénitrification ainsi que la solubilisation de phosphate ce qui influence 1’épuration des
eaux par les boues activées.

Les souches fongiquesd Aspergillus sp et Trichoderma.sp etles souches
bactériennes :Escherichiacoli et Pseudomonas aeruginosaisolées a partir des boues

activés exercent un effet synergie et d’autre vivent en symbiose. Toute cette
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population joue un réle important dans la nitrification et la dénitrification ainsi que la

solubilisation dephosphate ce qui influence 1’épuration des eauxpar les boues activées.

Le traitement biologique par boues activées présente une efficacité trés importante
car les résultats de nos analyses ont largement confirmé le bon fonctionnement de la

station.

Comme perspective, il serait souhaitable de :

v" Crée un bassin d’anoxie ou se déroule la réaction de dénitrification
pour permettre I’élimination des nitrates et nitrites.

v’ Effectuer un traitement tertiaire permettant 1’élimination des composés
restant apres le traitement secondaires.

v' Compléter les analyses physicochimiques des effluents par un suivie de
la qualité microbiologique au niveau de la station d’épuration de Béni Mered
Blida.

v Les souches isolées et identifiées doivent étre conservées

v Unséquencage est nécessaire pour confirmer leurs identités

v" Une lyophilisation de ces especes est recommandée pour contréler

leurs viabilités et I’efficacité.
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Annexe 1

¢ Les milieux de cultures :(Composants g/ litre) :

®,

+ Milieu PDA

Suspendre 42.25¢ dans 1 litre d'eau distillée Chauffer jusqu'a

compleéte dissolution. Stériliser en autoclave a 120°C pendant 20

minutes

+ MilieuSABOURAUD+chlorophénico

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu:
Peptone pepsique de viande: 10.0

Glucose: 20.0

Chloramphénicol: 0.05

Agar agar: 15.0

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C: 5,7 £ 0,2

< Milieu TSB
Suspendre les composants, poudre déshydratée, dans I'eau (30

grammes dans 1000 ml d'eau distillée).

Le milieu est bouilli pendant quelques secondes jusqu'a dissolution

compléte des ingrédients.

Mélangez correctement et enfin stérilisez par autoclavage a 121 ° C
pendant 15 minutes. Refroidir a 45-50°C et répartir de maniére

aseptique dans des boites de Pétri stériles. Datez le milieu et

attribuez-lui un numéro de lot.
«+ Bouillon PDB :

L'infusion de pomme de terre se prépare en faisant bouillir dans I'eau
200 g de pommes de terre tranchées (lavées mais non pelées) pendant
30 minutes a 1h puis en laissant décanter le bouillon obtenu ou en

le filtrant a travers un coton a fromage. On dilue ensuite en ajoutant de

I'eau distillée pour un volume final d'un litre.Puis on ajoute20g de
dextrose en poudre avant une stérilisation par autoclave a 100 kPa

pendant 15 minutes


https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cantation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Filtre_(physique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Coton_%C3%A0_fromage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_distill%C3%A9e

+ Milieu MacConkey Agar :

Suspendre 51,5 g dans 1 litre d&#39;eau distillée Chauffer
jusqu&#39;a complete dissolution.

Stériliser en autoclave a 120°C pendant 20 minutes

s Milieu Gélose a I’Amidon :

Composition : peptone ,1% d’amidon de riz ou

de pomme de terre, agar, eau distillée.

0,

< Milieu Gélose au cétrimide :

Suspendre 45,2¢g dans 1litre d’eau distillée plus Sml de
glycérol Chauffer jusqu&#39;a compléte dissolution.
Stériliser en autoclave a 120°C pendant 20 minutes

% Milieu TSA

Suspendre les composants, poudre déshydratée, dans 1’eau
(40 grammes dans 1000 ml d&#39;eau distillée).

Le milieu est bouilli pendant quelques secondes jusqua
dissolution compléte des ingrédients.

Mélangez correctement et enfin stérilisez par autoclavage a
121 ° C pendant 15 minutes. Refroidir a 45-50°C et répartir
de maniere aseptique dans des boites de Pétri stériles. Datez

le milieu et attribuez-lui un numéro de lot.




Tableau 2: les appareillages de laboratoire de la station d’épuration de Béni Mered

Annexe 2

Blida
Utilisé
LCK 314 gamme Les faibles
(15 & 150 mg/l concentrations
DCO) de DCO
LCK 114gamme  Les fortes
(150 2 1000 mg/l  concentrations
DCO) de DCO
LCK 339 Déterminer la

gamme(0.23
a13.50 mg/l NO3-
N)

teneur de
NO3-N

LCK 341 gamme Déterminer la

(0.015 40.6 mg/l faible

NO2-N) concentration de

LCK 342 gamme NO2-N

(0.6 26.0 mg/I Déterminer la

NO2-N) forte
concentration de
NO2-N

LCK 303gamme  Déterminer la

(2a47 forte

mg/l NH4-N) concentration de

LCK 305gamme  NH4-N

(1ai1z Déterminer la

mg/l NH4-N) faible

concentration de
NH4-N




LCK 348gamme
(0.5-5

mg/l PT)

LCK 350gamme
(2-20

mg/l PT)

LCK338gamme
(20-100

mg/l NT)
LCK238gamme
(5-40

mg/l NT)

Solution étalon
PH4

Solution étalon
pH 7

Solution étalon
pH 9

Nitrate réductase
1

Nitrate réductase
2

Réactif de
Kovacs

Pastilles
hydroxyde de
Sodium

Solution chlorure
de
potassium

Tableau 2: les appareillages de laboratoire de la station d’épuration de Béni Mered

Blida

Déterminer la
faible
concentration de
PT

Déterminer la
forte
concentration de
PT

Déterminer la
forte
concentration de
NT

Déterminer la
faible
concentration de
NT

Calibrage du pH
meétre

La recherche de
I’enzyme
nitrate réductase

La mise en
évidence de la
production
d’indole
Absorber le CO2
dégage par

le
microorganisme
Calibrage les
appareillages
des mesure

Phosphat
Phosphate

LCK 350

B
TN,
LCK 338
o
&




Spectrophotométrie PH métre Conductimetre

. Bm { ™

Four a moufle Dessiccateur Pompe sous vide

centrifugeuse

Tableau 03 : Les appareilles de laboratoire de microbiologie d'hygiéne Blida.



Autoclaves

Distillateur d’eau

Agitateurs magnétique
chauffants

Incubateurs

Incubateur-Agitateur




Annexe 3

La virure

- Bécher - Creuset

- Pipettes pasteur - Support de séchage
- Pipette stérile - Pince

- Eprouvette graduée - Bouteilles BOD Trak Il
- Fiole - Micropipette

- Entonnoir - Tubes a essai

- Erlenmeyer - Spatule

- Flacons stérile - Anse de platine

- Portoir - Barreau magnétique
- Seringue stérile - Lames et lamelles
-Eppendorf -Boites de pétries

Verreries utilisées



Annexe 4

Tableau 05: Les valeurs limite des paramétres de rejet dans un milieu récepteur

(journal officiel de la république algérienne, 2006)

Paramétre Unité Valeur limite
Température c° 30

PH - 6,538,5
DBO mg /I 35
DCO mg /I 120
Azote mg /| 30
Phosphates mg /I 2
Phosphore total mg /I 10

Stock des réactifs laboratoires (micro-méthodes) HACH LANGE




Annex 5

A
1. Mélanger le contenu 1. Pipetter soigneusement 3. Fermer la cuve, bien 4. Refournez.
pour avoir une solution 2.0 mL d'échantillon. nettoyer I'extérieur de la
homogeéne. Cuve.

'

§. Chaufier dans le 7. Laisser refroidir a 8. Bien nettoyer I'extérieur
thermostat. température ambiante. de {a cuve et mesurer.
DCO classique: 2 heures a COD classic: dans le Remarque : Les résidus
148 °C (298.4 °F). support de cuve. doivent étre com

HT 200 S: 15 minutes avec HT 200 : dans le Snde s Mevwaion
le programme standard HT. thermostat.

9. Insérer la cuve dans le
compartiment pour cuves.
DR 1900: Accéder a
méthodes LCK/TNTpius.
Sélectionner le test, appuyer
sur MESURER.

Schéma résumant la méthode utilisé pour la détermination de la
demande chimique en oxygene (DCO)




Procédure—Preparation d’'échantillon

c%l"‘

1. Homogénéisation de
I'échantillon: placer I'axe
de I'agitateur magnétique
dans un bécher.

dans e bécher.

5. Pipetter I'échantillon et
I'eau de dilution préparée
comme décrit dans

2. Préparation d"échantillon
4 la page 2 dans le tube de
réaction.

6. Fermer I'éprouvette de
réaction.

2. Ajouter de I'échantillon

3. Mettre le bécher sur
I'agitateur magnétique.

4. Agiter durant 5§ minutes
& 700-900 tours/min.

T. Agiter vigoureusement
pendant 1 minute pour
enrichir 'échantillon en

oxygéne.

3. Procédure—Remplissage des cuves avec I’échantillon et I’eau de dilution

T

'

1. OuwuzI'Opronmdc 2. Pipetter le volume
d'échantilion requis

(X.X mL) préparé comme
décrit dans

2. Préparation d'échantillon
a la page 2 dans la cuve
d'échantillon.

S z
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3. A raide d'une pipette de 4. L'eau de dilution
transfert remplir la cuve excédentaire se trouvant
cuve d'échantilion et ia dans la pipette de transfert
cuve zero a ras bord en sera rejetée aprés
évitant la formation de remplissage de la cuve.

bulles d'air. Pipetter 'eau
de dilution réguliérement
dans les cuves.

Par jour d'analyse, une
cuve remplie uniquement
avec de |'eau de dilution,
doit servir de valeur a blanc
pour toutes les valeurs de
mesure. En cas de séries
d'analyses, une seule cuve
d'eau de dilution est

§. Fermer a nouveau les
cuves a l'aide de
DosiCapZip.

6. Assurez-vous quiln'y a
aucune bulle d*air dans les
cuvettes.

5 [

L 2

8. Ensuite, stocker pendant

§/[n] jours a I'abri de la
dansle tr

tempéré a 20 °C (68" F).

7. Etiqueter les cuves en
indiquant le niveau de
dilution et le type
d'échantillon sur chaque
cuve afin de les identifier
facilement aprés S/[n] jours.




4. Procédure Evaluation DBO aprés 5/[n] jours

liNE

1. Dévissez le DosiCapZip 2. Poser [enionnoir sur la 3. Oter soigneusement la 4. Verser le conteny

de la cuve d'sau de cuve d'sau de dilution. feuille du DosiCapZip. (comprimés de réactif et
dilution. peries de veme) dans la
cuve d'eau de dilution.

G

7. Poser l'entonnoir sur la 8. Oter soigneusement la

cuve d'échantilion. feuille du DosiCapZip.

9. Verser le contenu 10. Enlever lentonnoir et 11. Agiter les cuve a 12. Aprés encore
(comprimés de réactif et fermer immédiatement la plusieurs reprises durant 3 minutes, bien netioyer
peries de verre) dans la cuve d'échantillon avec le 3 minutes, jusqu'a ce que lextérieur de la cuves et
cuve d'échantilion. DosiCapZip en évitant la les comprimés de réactifs évaluer.

formation de bulles d'air. soient complétement dilués.

Remarque : 5i le ménisque

de niveau du liquide s

trouve sous louverture de ja



BNEARR

13. Insérer la cuve d'eau 14. Retirer la cuve deau de 15. Insérer la cuve de
de dilution dans e rFéchantillon dans e
compartiment pour Cuves. compartiment pour Cuves.
DR1900 : Acotder & DR1900: appuyer sur
méthodes LCK/ TNTplus. MESURER.
Sélectionner le tesl, appuyer

sur ZERO.

Schéma résumant la méthode utilisé pour la détermination de la
demandebiochimiqueen oxygéne(DBO)

@

1. Enlevez délicatement la 2. Dévissez e DosiCap Zip. 3. Pipetter soigneusement 4. Vissez immédiatement

Procédure

feuille de protection du 0.2 mL d'échantillon. le DosiCap Zip en dirigeant
DosiCap Zip détachable. les cannalures vers le
haut.

5. Secouwer énergiquement 6. Aprés 10 minutes, 7. Insérer la cuve dans le

jusqu’a ce que le Iyophilisat retourner de nouveau, bien compartiment pour Cuves.

se soit compldtement nettoyer Nextérieur de la DR 1900: Accéder &

dissous. cuve et mesurer. méthodes LCK/TNTplus.
Sélectionner le test, appuyer
sur MESURER.

[ Schéma résumant la méthode utilisé pour le Dosage de 1’azote ammoniacal




Procédure

FEE

1. Enlevez délicatement la 2. Dévissez le DosiCap Zip. 3. Pipetier soigneusement 4. Vissez immédiatement

feuille da protection du 2.0 mL d'échantillon. le DosiCap Zip en dirigeant
DosiCap Zip détachable. los cannelures vers lo
haut
H E
§. Secouer énergiquement 6. Aprés 10 minutes, 7. Insérer la cuve dans le
jusqu'a ce que le lyophilisat  retourner de nouveau, bien compartiment pour cuves.
se s0it complétemant nettoyer l'extérieur de la DR 1900: Accéder &
dissous. cuve et mesurer, méthodes LCK/TNTplus.
Sélectionner le test, appuyer
sur MESURER.

[ Schéma résumant la méthode utilisé pour le Dosage des nitrites (N-NO2)
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Schéma résumant la méthode utilisé pour le Dosage des nitrates (N-NO3)
Procédure
1. Doser & la sulte, 2. Fermer l'éprouvette de 3. Chauffer 4. Laisser refroidir a
consécutivement dans une  réaction iImmédiatement. directement.. température ambiante.
éprouvette de réaction Ne pas retourner. HT 200 S: 15 minutes avec
séche: 0.2 mL le programme standard HT.
solution A, 1 tablette B. 30 minutes 120 °C

(248 °F).



(

A
5. Retourner plusieurs fois. 6. Pipetter lentement dans 7. Pipetier lentement 8. Fermer immédiatement
le Test en Cuve: 0.5 mL 0.2 mL de solution D. la cuve et mélanger e
d'échantillon désagrégé. contenu en la retournant
plusieurs fois de suite
jusqu'a qu'aucun dépot ou
agrégat ne soit cbservable.

Ri[E

9. Aprés 15 minutes, bien 10. Insérer la cuve dans le

netioyer lextérieur de la companiment pour Cuves.
cuve et mesurer. DR 1900: Accéder &
méthodes LCK/TNTplus.
Sélectionner le test, appuyer
l sur MESURER.

Schéma résumant la méthode utilisé pour le Dosage d’azote Total (NT)




Procédure Phosphore total

IR IAlR

1. Enlevez délicatement la 2. Dévissez le DosiCap Zip. 3. Prélevez soigneusement

feuille de protection du Mnld‘éduﬂllon Mduﬂu
DosiCap Zip détachable. le DoziCap Zip sur la cuve;
dirigeant le cannelage

9. Dévissez le DosiCap Zip.  10. Pipetter dans la cuve 11. Visser un DosiCap C 12. Retoumer plusieurs fois
une fois refroidie: gris sur la cuve. jusqu’a ce que le lyophilisat
0.5 mL de réactif B. Fermer se soit complétement
immédiatement le réactif B dissous.

aprés emploi.
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13. Aprés 10 minutes. 'll.. Insérez la cuve dans ke

retourner de nouveau, bien

nettoyer Nextérieur de la mum Amicl.rl

Cuve et mesunes, méthodes LCK/TNTplus.
Selechonnez be test
appuyez sur MESURER.

Mml.d‘lﬂm

= ()
A7) 8

meh
réactif B aprés emploi.

5. Aprés 10 minutes. 6. Insérez la cuve dans le

retourner de nouveau, bien porte-cuve.

nettoyer Mexténeur de la DR1900: Acoéder a

cuve et mesuner, méthodes LCK/TNTplus.
Selectionnez e test.
appuyez sur MESURER.

Schéma résumant la méthode utilisée pour le Dosage de Phosphate Total (PT)




