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Figure 62 | observation microscopique de bactéries Nocardia (Objectif x100). 99
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’une étude approfondie du fonctionnement d’une station
d'épuration des eaux usées. Il s’agit de la STEP de Ferdjioua, située dans la wilaya de Mila (Algérie).
L’objectif principal de cette étude était la recherche et 1’identification des bactéries filamenteuses
dans la boue activée, par observation microscopique, ainsi que l’évaluation de 1’efficacité du
traitement biologique a travers ’analyse de divers paramétres physico-chimiques (DCO, DBOs, MES,
conductivité, oxygene dissout, Nt, Pt, IB et IM). Les résultats ont montré des rendements acceptables
d’élimination de la charge organique (jusqu’a 90 % pour la DBOs), une stabilité de la conductivité
électrique dans les eaux traitées et des variations importantes de I’oxygéne dissous liées aux saisons.
Les valeurs de I’indice de Mohlman, variant entre 19,73 et 137,25 ml/g, ont révélé des épisodes
probables de foisonnement (bulking), principalement dans le File 1. Ceci traduit un déséquilibre de
la flore bactérienne notamment une prolifération excessive des bactéries filamenteuses. Cette
hypothése a été confirmée par 1’analyse microscopique de la boue activée et la mousse flottante. Elle
a révélé la présence importante de filaments (jusqu’a 42 entre les flocs) tels que : Nocardia, Type
021N, Thiothrix, Microthrix parvicella et Nostocoida limicola Ill. Ces résultats soulignent la
nécessité d’un meilleur contrdle de 1’oxygénation, du taux de charge organique, et du taux de purge

afin d’éviter les désordres biologiques.
Mots-clés :

STEP de Ferdjioua, boues activées, bactéries filamenteuses, analyse microscopique, parametres

physico-chimiques, bulking, mousse.
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Summary

This work is part of an in-depth study of the operation of a wastewater treatment plant. The
Ferdjioua WWTP is located in the province of Mila (Algeria). The main objective of this study
was to search for and identify filamentous bacteria in the activated sludge using microscopic
observation, as well as to evaluate the effectiveness of the biological treatment through the
analysis of various physicochemical parameters (COD, BODs, suspended solids, conductivity,
dissolved oxygen, Nt, Pt, IB, and IM). The results showed acceptable organic load removal
efficiencies (up to 90% for BODs), stable electrical conductivity in the treated water, and
significant seasonal variations in dissolved oxygen. Mohlman index values, ranging from 19.73
to 137.25 mL/g, revealed probable episodes of bulking, mainly in File 1. This reflects an
imbalance in the bacterial flora, particularly excessive proliferation of filamentous bacteria. This
hypothesis was confirmed by microscopic analysis of the activated sludge and floating foam. It
revealed the significant presence of filaments (up to 42 between flocs) such as: Nocardia, Type
021N, Thiothrix, Microthrix parvicella, and Nostocoida limicola Ill. These results highlight the
need for better control of oxygenation, organic load rate, and purge rate to avoid biological

disorders.
Keywords:

Ferdjioua WWTP, activated sludge, filamentous bacteria, microscopic analysis, physicochemical

parameters, bulking, foam.
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L’eau est une ressource essentielle a la vie humaine. Elle est indispensable a notre survie, a
notre santé et a notre alimentation, mais aussi aux activités agricoles, économiques et a la préservation
de la qualité de I’environnement. Toutefois, bien que vitale, cette ressource est répartie de maniére

tres inégale a travers la planéte (Benfreha-Benyelles, 2022).

Méme si elle semble inépuisable, 1’eau ne peut étre traitée comme un simple bien commercial.
Elle doit étre considérée comme un patrimoine universel, a protéger et a gérer avec soin. En effet,
tous les pays seront tot ou tard confrontés aux problémes liés a sa rareté. La crise hydrique mondiale
est désormais une réalité : la demande en eau dépasse les ressources disponibles dans de nombreuses
régions. D’apres le rapport 2021 de 'UNESCO, pres de 3,6 milliards de personnes vivent déja dans
des zones ou I’eau se fait rare au moins un mois par an, et ce chiffre pourrait grimper a 5,7 milliards

d’ici 2050 (Benfreha-Benyelles, 2022).

L’Algérie, a I’'image de nombreux autres pays, fait face a une pénurie croissante d’eau. Elle
figure parmi les pays les plus pauvres en ressources hydriques, avec une disponibilité inférieure au
seuil de rareté établi par la Banque mondiale, soit 1 000 m3 par habitant et par an (Benfreha-
Benyelles, 2022).

Parmi les solutions envisagées pour améliorer la disponibilité en eau figure le recyclage des
eaux usées. L’Algérie s’efforce de traiter les eaux issues des stations d’épuration. Actuellement,
environ 700 millions de m* d’eaux usées sont générées chaque année, alors que la capacité totale de

traitement est de 942 millions de m? (Benfreha-Benyelles, 2022).

D’ic1 2030, les projections tablent sur un volume mobilisable de 2 milliards de m?, destiné a
irriguer environ 200 000 hectares. Cela représente quatre fois le volume actuellement utilisé pour
’agriculture a partir des barrages, estimé a 550 millions de m%an. Le traitement des eaux usées
devient donc un axe stratégique majeur pour 1’équilibre hydrique et écologique, et des programmes

ambitieux sont en cours pour augmenter la capacité d’épuration (ONA, 2015).

Le procédé des boues activées est aujourd’hui le plus couramment utilisé pour le traitement
des eaux usées. Né au début du XXc siécle, ce procédé repose sur I’action de micro-organismes

capables de dégrader la matiére organique.

Les eaux usées sont mises en contact avec des boues contenant ces micro-organismes, en
présence d’oxygene, pendant une durée déterminée. Aprés décantation, I’eau est en grande partie
épurée et peut étre rejetée dans le milieu naturel, bien que non totalement débarrassée de toute

pollution. Ce procédé constitue un bon compromis entre efficacité et colt (Lacroix, 2008).
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Cependant, ce procédé peut connaitre certaines perturbations, notamment le foisonnement
filamentaire (ou bulking), qui se traduit par une prolifération excessive de bactéries filamenteuses.
Ce dysfonctionnement, fréquent dans environ 25 % des stations, perturbe la décantation en
augmentant le volume des boues et en réduisant leur capacité a se déeposer. Ainsi, des boues peuvent
étre entrainées avec 1’eau épurée, polluant a nouveau le milieu récepteur, ce qui peut désequilibrer

I’écosystéme aquatique et provoquer, dans les cas graves, une eutrophisation (Lacroix, 2008).

Le procédé des boues activées peut étre, aussi, confronté a un probléme de moussage
(foaming) ; un phénoméne répandu a 1’échelle mondiale (Tandoi et al., 2006). Ce probléme est
particulierement préoccupant lors de la séparation des matiéres solides (Wang et al., 2015). Ce
dysfonctionnement se manifeste par la formation d’une couche de mousses épaisses et persistantes a
la surface des bassins, ainsi que par la présence de matiéres flottantes au niveau du clarificateur. Ce

qui rend difficile la décantation des boues (Petrovski et al., 2011 ; Durban, 2015).

En fait de nombreuses especes de bactéries filamenteuses existent normalement a des
concentrations faibles, dans les boues activées. Elles ne présentent une géne pour 1’exploitant que

lorsque leur développement est excessif et qu’elles envahissent la culture (Rejsek, 2002).

Ainsi, ’objectif de ce travail est d’identifier les bactéries filamenteuses qui existent dans la
boue activée au niveau de la station d’épuration des eaux usées de Ain Beida Ahriche, Ferdjioua, la
Wilaya de Mila. Nous chercherons aussi, a travers cette étude, a comprendre les facteurs favorisant
la prolifération de ce type de bactéries et a proposer des solutions correctives, en tenant compte des

contraintes techniques et économiques de la station.



Chapitre 1

Géneéralités sur les eaux usées
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L'eau joue un role essentiel dans la vie et le développement des sociétés humaines. Cependant,
avec l'urbanisation croissante, l'industrialisation et I'expansion des activités agricoles, le volume
d'eaux usées généré ne cesse de s'accroitre, engendrant d'importants defis écologiques et de santé
publique. Ces eaux, qui renferment divers contaminants, représentent un risque non seulement pour
les écosystémes aquatiques, mais aussi pour la santé des populations. Ce premier chapitre vise a poser
les bases théoriques nécessaires pour saisir le phénomene des eaux usées. Il commence par une
clarification détaillée de ces derniéres, suivie de I'examen de leurs différentes provenances. Ensuite,
nous examinerons la question de la pollution de I'eau : son sens, ses diverses manifestations et les

risques qu'elle représente, notamment en lien avec les eaux résiduaires (Bendjenouia, 2017).
1.Définition des eaux usées

Les eaux usées englobent toutes les eaux provenant des activités domestiques, agricoles et
industrielles chargées de substances toxiques qui atteignent les conduits d'assainissement. Elles
incluent aussi les eaux de pluie et leurs contaminants, générant dans le milieu récepteur divers types

de pollution et de désagréments (Metahri, 2012).
2.0rigine des eaux usées
2.1. Les eaux usées domestiques

Les eaux usées domestiques, regroupant les eaux ménageres et les eaux de vannes, véhiculent
principalement une pollution organique ainsi que des substances minérales (chlorures, phosphates,
sulfates) (Vaillant, 1974 et Metahri, 2012). Les eaux ménagéres proviennent des salles de bains et
des cuisines et contiennent des matieres organiques biodégradables (glucides, lipides, protides), des
détergents qui renferment du soufre ou du phosphore, ainsi que des graisses et des solvants. Les eaux
usées proviennent des sanitaires (urines et excréments) et sont remplies de différentes substances
organiques hydrocarbonées, ainsi que de composés azotés, de phosphates et d'organismes fécaux
(Rejsek, 2002 ; Baumont et al., 2004).

2.2. Les eaux usées industrielles

Contrairement aux eaux usées domestiques, les rejets industriels présentent une composition
plus particuliere et leurs propriétés, y compris la qualité et le niveau de pollution, sont étroitement

liées a l'industrie concernée.




Partie I : Synthése Bibliographique

Les eaux résiduaires industrielles comprennent aussi les eaux issues du refroidissement, du
lavage ou rincage de diverses machines, produits et matieres premiéres. Outre les composants

organiques, azotés ou phosphorés, elles contiennent divers composés chimiques et métalliques.

En fonction des circonstances, ces eaux peuvent aussi renfermer des composés chimiques
employés durant les processus de production (graisses, hydrocarbures, acides, bases, métaux et

matieres radioactives) (Baumont et al., 2004 ; Metahri, 2012).

Avant d'étre déversées dans les réseaux de collecte, un traitement préalable est nécessaire pour
les eaux usées industrielles. Si elles ne représentent plus une menace pour les systéemes de collecte et
n'entravent pas le fonctionnement des stations d'épuration, elles peuvent étre intégrées aux eaux
domestiques (Metahri, 2012).

2.3. Les eaux pluviales

Il s'agit des eaux pluviales qui entrainent divers types de résidus minéraux (limons) et
organiques (déchets végétaux), en plus des micropolluants tels que les hydrocarbures, les pesticides,

les détergents, etc (Bougada et al., 2020).
2.4. Les eaux agricoles

Les eaux agricoles se réferent aux eaux provenant de terrains cultivés et fertilisés. Ils
entrainent, par ruissellement, une augmentation des matiéres azotées ou phosphatées dans les nappes

phréatiques superficielles, les rivieres et les retenues d'eau (Metahri, 2012).
2.5. Les eaux parasites

Elles émanent de la remontée des nappes phréatiques ou des fuites dans les canalisations
d'approvisionnement en eau potable (AEP). Ces eaux s'introduisent dans les collecteurs, se combinent
avec les eaux usees et provoquent leur dilution, ce qui impacte le fonctionnement de la station

d'épuration (Bougada et al., 2020).
3. Définition de la pollution de I'eau

La contamination de I'eau est une modification qui rend son usage incertain ou perturbe
I'écosysteme ; elle peut affecter aussi bien les eaux de surface que les eaux souterraines (Mekkaoui
et Hamdi, 2006).
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4. Les types de pollution
4.1. Pollution physique
4.1.1. Pollution mécanique

Elle découle des dépdts de déchets et de particules solides transportés par les eaux résiduaires
industrielles sans oublier les eaux de ruissellement. Ces polluants peuvent étre soit des particules

grossiéres, du sable, ou encore des substances en suspension (Galaf et Ghanna, 2003).
4.1.2. Pollution thermique

Les usines qui utilisent un circuit de refroidissement pour certaines installations (centrales
thermiques, nucléaires, raffineries, aciéries) rejettent des eaux. L'augmentation de température qu'elle
provoque réduit la concentration en oxygene dissous. Elle favorise la biodégradation et la
multiplication des micro-organismes. Il s'avére qu'a une charge équivalente, une augmentation de la

température accentue les effets nocifs de la pollution (Galaf et Ghanna, 2003).
4.1.3. Pollution radioactive

La contamination des eaux par des éléments radioactifs devient une problématique de plus en
plus sérieuse, ayant un impact direct sur les populations aquatiques du fait de la toxicité inhérente a
ces éléments ainsi que des propriétés cancérogenes et mutagenes de leurs radiations (Benali et
Thamer, 2019).

4.1.4. Pollution chimique

Ce probléme découle principalement des rejets chimiques provenant de l'industrie, des
ménages et du secteur agricole. On distingue deux catégories pour la pollution chimique des eaux
(Benali et Thamer, 2019).

4.1.5.1. Pollution organique

Il s'agit des rejets chargés de matieres organiques fermentescibles (biodégradables) fournis
par les secteurs de I'alimentation et de I'agroalimentaire (laiteries, abattoirs, sucreries...) ainsi que par

les eaux usées domestiques (déjections humaines, graisses..., etc.).

La premiere répercussion de cette pollution est la diminution de I'oxygéne dissous dans ces
eaux. Les principaux polluants organiques comprennent les détergents, les pesticides et les
hydrocarbures (Keck et Vernus, 2000).

7
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4.1.5.2. Pollution minérale

Les polluants minéraux possédent la caractéristique de s'accumuler au sein des étres vivants

et dans la chaine alimentaire.

Les nutriments minéraux : nitrates et phosphates sont a I'origine du processus d'eutrophisation,
soit la multiplication excessive d'algues et de plancton dans les milieux aquatiques (Keck et Vernus,
2000).

4.1.6. Pollution microbiologique

Les eaux usées renferment tous les microorganismes expulsés avec les excréments. Cette flore
intestinale normale coexiste avec des agents pathogenes. On peut répartir I'ensemble de ces entités en
quatre catégories principales, selon leur taille croissante : les virus, les bactéries, les protozoaires et
les helminthes (Baumont et al., 2004).

5. Risque liée a la pollution des eaux usées

La pollution des eaux résiduaires constitue un défi majeur en raison des risques qu'elle
engendre, aussi bien pour la santé humaine que pour I'écologie. Sur le plan de la santé publique, les
eaux usées peuvent contenir divers agents infectieux tels que virus, bactéries et protozoaires, ainsi
que des pesticides et des substances toxiques. L'exposition ou l'ingestion de ces substances peut
entrainer des maladies graves, telles que les infections intestinales et les troubles diarrhéiques, qui
sont particulierement fréguents dans les nations en voie de développement. D'apres I'Organisation
mondiale de la santé (OMS), 80 % des maladies dans ces régions sont dues a une eau non potable
(Benali et Thamer, 2019).

Dans une perspective écologique, les risques apparaissent a différents niveaux d'échelle.
L'irrigation des sols avec des eaux usées peut, d'une part, conduire a leur salinisation, altérer leur
alcalinité et réduire leur fertilité, tout en favorisant lI'accumulation de composés potentiellement
nuisibles ou d'exceés de nutriments. De plus, I'éjection des eaux usées dans les milieux aquatiques de
surface favorise I'eutrophisation, diminue le taux d'oxygene dans l'eau et menace la diversité

biologique aquatique.

De plus, I'accumulation de certains métaux lourds dans la chaine alimentaire peut constituer
un danger pour I'étre humain. En fin de compte, l'infiltration peut également polluer les eaux
souterraines, affectant ainsi la qualité de I'eau potable et la santé des sols environnants (Benali et
Thamer, 2019).

=
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6. Caractéristiques des eaux usées

Les eaux usées possedent des caractéristiques physiques, chimiques et biologiques :
6.1. Parametres physiques
6.1.1. Température

La température joue un role a la fois écologique et physiologique. Elle influence donc la
conductivité, la solubilité des sels, I'identification du pH et la provenance de I'eau ainsi que des
éventuels mélanges. En méme temps, elle influence le métabolisme et le développement des micro-

organismes qui habitent dans I'eau (Rodier, 2005).
6.1.2. Matieres en suspension (MES)

Elles constituent toute substance en suspension dans l'eau (ni sous forme soluble, ni sous
forme colloidale) dont la dimension permet sa collecte sur un filtre de maillage spécifique. Les MES
sont associées a la turbidité de I'eau (indicateur de trouble de I'eau) et déterminent le niveau de
contamination d'un effluent urbain ou industriel (Bourrier et al., 2010). On évalue que 30% de MES
sont d'origine organique et 70% d'origine minérale (Vibourous, 1981).

6.2. Caractéristiques organoleptiques
6.2.1. Turbidité

Les matieres en suspension fines, les micro-organismes et les substances colligatives d'origine
organique ou minérale entrainent une diminution de la clarté de I'eau en bloquant la transmission de
la lumiére (Cayocca, 2012). Ainsi, la turbidité illustre I'opacité d'un environnement trouble (Rejsek,
2002).

6.2.2. Odeur

L'eau d'égout fraiche a une senteur neutre qui n'est pas désagréable. Cependant, lorsqu'elle est

en état de fermentation, elle libere une odeur repoussante (Rejsek, 2002).
6.2.3. Débit

L'évaluation du debit sert a chiffrer la pollution émise par le biais d'un équivalent habitant,

qui représente la quantité moyenne d'eau résiduelle déversée par habitant chaque jour (Rejsek, 2002).
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6.2.4. Couleur

La couleur de I'eau peut étre causée par la présence des minéraux naturels (Fer et Magnésium)
mais aussi, peut étre due a la présence de planctons, d'herbage et de composeés organiques
(polyphénols). L'eau usée domestique est de couleur grisatre, parfois noire. Par contre, I'eau usée

industrielle peut étre incolore, comme elle peut avoir plusieurs couleurs a cause du déversement de
colorants industriels (Rejsek, 2002).




Chapitre 2.

Epuration des eaux usees

par boues activees
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Le traitement des eaux usées est une phase cruciale pour la protection de
I'environnement. Le procédé des boues activées, une méthode biologique, est couramment
employeé en raison de son efficacité. Il s'appuie sur l'intervention de microorganismes qui
décomposent les substances polluantes. Néanmoins, malgré ses atouts, ce systeme est
confronté a quelques difficultés, en particulier celles liées aux bactéries filamenteuses et a la
sédimentation des boues (Bitton, 2005).

1. L"épuration biologique des eaux usée par boues activees

Cette méthode d’épuration des eaux usées a été élaborée au début du XXe siecle par
les deux scientifiques anglais Arden et Socket, en se basant sur les recherches de Fowler. Ce
dernier avait observé la formation spontanée d'amas bactériens lors de I'aération prolongée
d'une eau résiduaire urbaine. Les microorganismes seront en mesure de minéraliser d'une
part, et de métaboliser en biomasse d'autre part, les substances organiques présentes dans les
eaux résiduaires (Bakiri, 2014).

1.1. Définition des boues activees

Les boues activées représentent une concentration de micro-organismes qui
décomposent les substances organiques lors du traitement des eaux usées en conditions
aérobies. Dans le processus de purification par boues activées, qui inclut un traitement
primaire de I'eau suivi d'un traitement secondaire, les boues activées sont chargées de la
nitrification dans la station d'épuration. Il est primordial, en premier lieu, de lui apporter une
quantité suffisante d'oxygéne. Apres le processus d'épuration, les boues activées sont
détachées des eaux résiduaires et remployées en tant que boues de traitement (Figure 1)
(Henze et al., 200).

1.2. Composition de la boue activée

La boue est formée de I'union du « floc » et de « I'eau interstitielle ». Le floc fait
référence a un regroupement de particules variées (animales, végétales, minérales) et de
colonies bactériennes. Le floc a une taille allant de 0,5 um a plus d'un millimetre. La qualité
de I'eau sortant de la station est généralement reflétée par le liquide interstitiel. Ainsi, c'est

un indicateur du degré de traitement (Lacroix, 2008).
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1.2.1. La microfaune

Constituée de protozoaires et de métazoaires. Ces microorganismes contribuent a la
suppression des bactéries libres dont ils sont les prédateurs, tout en assurant la cohésion du
floc grace a leurs excréments et 1’épuration de I’effluent. L'examen de ces éléments au
microscope peut fournir des indications concernant le degré de traitement ainsi que sur
d'éventuels problémes de fonctionnement de la station (Lacroix, 2008). La microfaune revét
une grande importance en termes de quantité, variant de 106 a 108 de cellules par litre dans
les boues activées. La microfaune présente dans les boues activees est largement reconnue
comme un indice potentiel pour la supervision opérationnelle des systemes de traitement

biologique (Aiouaz et Kacha, 2019).

Elle joue un réle crucial dans les systemes municipaux de traitement des eaux usées.
Elle favorise la densité bactérienne, participe a la coagulation des boues et, dans une certaine
mesure, stimule I'activité bactérienne dans les systémes de boues activées, ce qui pourrait
étre a l'origine de I'amélioration du processus de traitement. D'apres I'entité, on identifie deux

catégories d'individus : les protozoaires et les métazoaires (Rejsek, 2002).

a. Les protozoaires

Il sagit d'organismes unicellulaires eucaryotes, mobiles et de dimensions réduites

(inférieures a 50um).
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Ces organismes se nourrissent principalement de bactéries et de molécules
organiques dissoutes, mais il existe une vaste gamme de types trophiques. Certains se
nourrissent de bactéries, d'autres d'algues, certains encore de protozoaires, et certains d'une
combinaison de plusieurs de ces organismes. Ils ont pour mission principale de clarifier
I'effluent en prédateur les bactéries libres de I'eau interstitielle. On les divise en cing sous-
groupes : Rhizoflagellés, Rhizopodes, Ciliés, Cninosporidies et Sporozoaires (Rejsek,
2002).

b. Les métazoaires

Il s'agit d'organismes multicellulaires, dont la taille dépasse les 100 micromeétres.
Leur structure cellulaire est plus complexe que celle des protozoaires, impliquant une
différenciation cellulaire qui contribue a la formation de tissus. En général, leur période de
reproduction est plus étendue. Du fait de leur complexité. Dans les boues activées, se
retrouve essentiellement deux familles les Rotiferes et les Nématodes (Rejsek 2002).

1.2.2. Les bactéries

Les bactéries représentent I'élément crucial de la boue, celui qui offre les propriétés
purificatrices. Selon leur morphologie, on identifie 3 catégories :

a. Les bactéries disséminées

Présentes de maniére autonome dans le fluide interstitiel. 1ls apparaissent
généralement au début d'une station, ou lors de la présence d'une charge massique
importante. Ces dernieres peuvent demeurer dispersées ou constituer des colonies organisees

par des exopolysaccharides (EPS) (Bakiri, 2014).

b. Les bactéries qui forment des flocons

Elles libérent des exopolymeres autour desquels d'autres micro-organismes et des
particules organiques et minérales ont tendance a se regrouper. Ce que I'on nomme le floc
sera constitué par I'ensemble. On recherche tout particulierement ce genre de croissance dans

le domaine du traitement des eaux usées (Bakiri, 2014).
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c. Les filaments bactériens

Pendant la mitose, les cellules demeurent attachées, entrainant l'apparition de
filaments qui peuvent se prolonger jusqu'a 1 mm. L'équilibre biologique idéal est atteint
quand la densité des bactéries libres est diminuée au minimum grace aux processus de
prédation effectués par les protozoaires et métazoaires, ainsi qu'a la floculation. Cela signifie
également que la croissance des bactéries floculantes est encouragée par rapport a celle des
bactéries filamenteuses (Figure 2) (Lacroix, 2008).
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Figure 2 : Relations entre les microorganismes de la boue activée (Canler et al., 2014).
2. Principe de fonctionnement d'une station d'épuration par boues activées
2.1. Préparation et traitements principaux

Dans un procédé a boues activees, les eaux usées destinées a la station d'épuration
sont d'abord soumises a des phases de préparation et de traitement principal, comme la
décantation (Lacroix, 2008).
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Les étapes de prétraitement sont essentielles pour assurer le bon fonctionnement
d’une station d’épuration (Pronost et al., 2002). Elles ont pour but de préparer I’effluent
avant le traitement biologique en réalisant une série d’opérations physiques ou mécaniques
visant a éliminer les matieres volumineuses, en suspension ou flottantes, présentes dans les

eaux usées (Altmeyer, 1990).

2.2. Traitement biologique

La décomposition de la matiere organique se produit dans un bassin d'aération, ou
I'eau & assainir est en contact avec une biomasse dynamique. Comme le suggére son
appellation, ce bassin est doté d'un systéeme d'aération qui délivre I'oxygene indispensable a
la croissance et a l'activité des micro-organismes. En fonction des objectifs du traitement,

I'aération peut étre ininterrompue ou intermittente.

Un mécanisme de mélange garantit une distribution uniforme de l'oxygéne et
améliore l'interaction entre les micro-organismes et les substances organiques, tout en

prévenant la formation de sédiments (Lacroix, 2009).
2.3. Traitement physique
2.3.1. Dégazage

L’unité de dégazage est installée entre le bassin d’aération et le clarificateur. Elle a
pour role principal d’éliminer les gaz dissous présents dans 1’effluent a la sortie du réacteur
biologique. Cette opération vise a prévenir toute remontée non désirée de boues dans le

clarificateur (Benkouachi et Bouhali, 2021).
2.3.2. Clarification

Un décanteur secondaire (aussi appelé clarificateur) est utilisé pour la séparation des
boues qui se forme (Figure 3). L'ensemble de la masse biologique récupérée représente les
boues secondaires, dont une portion est envoyeée au traitement des boues tandis que l'autre
est recyclée pour assurer une masse biologique suffisante pour le processus d'épuration. Le
délai prévu pour l'assainissement dans cette installation est estimé a deux heures
(Benkouachi et Bouhali, 2021).
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2.4. Traitements des boues
2.4.1. La station de pompage des boues biologiques en exces

La capacité de la station de pompage des boues excédentaires est fixée en fonction
de la production de ces boues (biologique et physicochimique) ainsi que de la concentration
en matiere en suspension solide(Benkouachi et Bouhali, 2021).

BASSINS D'AERATION DECANTEUR SECONDAIRE
Prétraitements
Aéroteur
Eou
Rejet

. 1—-1 .

Recirculation Extraction des boues

Figure03 : Schéma du processus d'épuration des eaux usées par boues activées
(Benkouachi et Bouhali, 2021).

Les boues biologiques sont pompées vers 1’épaississeur gravitaire :
2.4.2. Epaississement

C'est la premiere étape vers une réduction significative du volume de boues
provenant des traitements biologiques ou physico-chimiques des eaux usées urbaines. Elle a
pour objet la séparation de I'eau interstitielle des particules de boue (Ouali, 2001et koller,
2002).

2.4.3. Déshydratation des boues

La déshydratation constitue la seconde étape de réduction du volume des boues au
cours de laguelle est réalisé sur les boues epaissies, stabilisées ou non, une élimination plus
ou moins poussée de leur humidité résiduelle de facon a les amener a 1’état solide (koller,

2002). 1l existe deux types de déshydratation :
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a. Déshydratation par voie mécanique

Dans les usines de traitement des eaux usées, la phase finale du traitement des boues
consiste & les déshydrater pour supprimer autant d'eau que possible. On obtient une
concentration en matiere seche qui se situe entre 15 et 35%. Les boues renferment encore
jusqu'a 85% d'eau. Il est donc crucial de perfectionner cette phase pour garantir une

élimination d'eau maximale (Amorce, 2012).
b. Lit de séchage

C’est un procédé¢ de traitement des boues qui permet [’épaississement, la
minéralisation et le stockage. Les boues produites par la station d’épuration sont directement
extraites du bassin d’aération et alimentent le lit planté de roseaux, dont 1’espéce la plus
utilisée est : Phragmites communis (Benkouachi et Bouhali, 2021). L’eau contenue dans
les boues s’infiltrent naturellement par gravité puis le séchage de la boue se fait a 1’air libre
au niveau de la STEP (Pronost et al., 2002).

3. Paramétres de fonctionnement
3.1. Densité de charge

La charge massique (Cm) est définie comme le quotient de la masse de matiere
organique biodégradable, généralement représentée en DBOs (demande biologique en
oxygene sur 5 jours), introduite chaque jour dans le réacteur, et la masse des boues en

suspension présentes dans ce méme réacteur (Lacroix,2008).
3.2. Age de boue

L'age de boue (A) est déterminé comme le quotient de la masse totale de boues dans
le bassin biologique et la masse quotidienne de boues retirées. Cela fournit une indication
sur la durée moyenne de présence des micro-organismes dans le systeme, ayant un impact

sur leur métabolisme et la composition biologique de la biomasse (Lacroix, 2008).

Un age de boue élevé correspond a une faible charge massique, ce qui favorise le
développement de bactéries spécialisées comme les nitrifiants. Ainsi, I'age de boue influence
non seulement le rendement épuratoire mais aussi la capacité du systéme a réaliser des

traitements avancés comme la nitrification (Lacroix, 2008).
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4. Avantages et inconvénients de I'épuration par boues activées

Le processus d'épuration par boues activées convient a toutes les tailles de
communauté, sauf aux trés petites (< 1000 EH). Cette méthode est largement adoptée a
I'échelle mondiale et présente un fort potentiel épuratoire pour diminuer les niveaux de
diverses pollutions (MES, DCO, DBO5, NT et P), dans le but de préserver les

environnements receveurs (Tableau 1) (Bakiri, 2014).

Ce genre de station d'épuration exige une auto-surveillance, c'est-a-dire un contréle
automatise, réalisé par des professionnels qualifiés. Lacroix (2008) a souligné un autre

aspect crucial lié a la production excessive de boue qui devra étre éliminée.

Finalement, I'un des défis majeurs de ce genre de station est la gestion du pouvoir

décantable des boues, qui est assurée par le decanteur (Bakiri, 2014).

Tableaul.Avantages et inconvénients d’une filiere & boues activées (Bakiri, 2014).

Avantages Inconvénients

- exploitation simplifiée de I'installation | - colts d'investissement assez

o . . importants,
- bonne résistance a la pollution

] - consommation énergétique €élevée,
- obtention de boues stables non

. o - nécessité de personnel qualifié et d'une
fermentescibles en quantité minimale,

. surveillance réguliere,
- faible perte d’eau au sol,

. ] - sensibilité aux surcharges hydrauliques,
- facilité de mise en ceuvre d’une

. . . - forte production de boues qu’il faut
déphosphatation simultanée
concentrer,

- performances épuratoires tres élevées, ) L
- niveau de mécanisation élevé,

- Importante quantité de volume traité. _ o L
- besoin d'une filiere d'élimination des

boues.
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5. Probléme de fonctionnement liés a la boue activée
5.1. Les problemes de décantation des boues

La qualité de la biofloculation détermine principalement la décantation des boues

activées. Plusieurs facteurs tels que : le substrat, la teneur en substrat, la teneur en oxygéne

et I'existence de bactéries filamenteuses peuvent influencer cette floculation (Figure 4)
(Pandolfi, 2006).

Figure 4 : Bactéries filamenteuses : A- Image de flocs et filaments lors d’un foisonnement

(Pandolfi, 2006), B- Floc, microfaune et liquide interstitiel (Li et Yang, 2007).

5.1.1. La croissance éparpillée

Ce phénomeéne résulte d'un manque de floculation a I'échelle microstructurale du
floc. Cela peut étre causé par la présence de bactéries qui ne floculent pas ou par la
biodégradabilité limitée d'agents tensioactifs (Jenkins et al., 1993).

Selon Novak et ses collegues (1993), ce genre de boue a une masse importante et,
en général, la colonisation bactérienne se restreint aux microorganismes libres ainsi qu'a
quelques protozoaires.

5.1.2. Le bulking zoogléal

Ce type de probléme se caractérise par la formation de flocs de petite taille et a faible
densité.

E
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En conséquence, la vitesse de décantation de ces boues est tres réduite, ce qui se
traduit par un indice de Mohlman élevé (volume occupé par un gramme de boues apres 30
minutes de décantation, supérieur a 150 ml/g). Ce phénomene est souvent désigné par le

terme de "bulking visqueux" (Al-Yousfi et al., 2000).

Selon les travaux de Novak et al. (1994), cette situation est associée a une production
excessive de polysaccharides dans le milieu, entrainant une augmentation de la turbidité de
I'effluent et le développement de mousses sur la surface des ouvrages.

5.1.3. Le bulking filamenteux

Le bulking filamenteux, également appelé foisonnement, est un phénomene qui
survient en présence d'une multitude de bactéries en forme de filament. Les filaments vont
au-dela de la limite du floc et forment parfois des liaisons entre les flocs. La concentration
en boue est particulierement haute et son indice de Mohlman dépasse les 200 ml/g, ce qui
entraine une trés mauvaise sédimentation. Madoni et ses collaborateurs (2000) ont effectuée
un suivi sur 167 stations d'épuration en Italie, révélant que 81 d'entre elles étaient confrontées
a ce probléeme. Les analyses au microscope effectuées ont révélé la prédominance de
Microthrix parvicella dans 60 % des fermes inspectées, Nostocoida limicola dans 58%, et le
Type 0041 dans 44% (Figure 5) (Pandolfi, 2006).

Figure 5. Image de flocs et filaments lors d’un foisonnement (bulking) (Pandolfi, 2006).

E
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En 1988, Blackbeard et ses collaborateurs ont mené une étude sur huit des
installations en Afrique du Sud ont identifié ce probléme de foisonnement et ont isolé les
microorganismes suivants dans les liqueurs mixtes : le Type 0092 a été trouvé dans 82% des
exploitations, les types 0675 et 0041 dans 39%, et le Type 0914 ainsi que Microthrix
parvicella dans 33%.

En 1989, Richard a examiné 270 stations de boues activées réparties dans 35 états
américains et a noté une prédominance des types 1701, 021, 0041 ainsi que de Nocardia Spp.

Il peut exister de nombreux facteurs susceptibles de provoquer de tels dysfonctionnements :

v" Une composition riche en glucides.
v Des manques en azote et en phosphore.

v’ La présence de composés contenant du soufre (Pandolfi, 2006).
5.1.4. Le moussage

La formation de mousse se distingue par Il'apparition d'une couche d'écume de
différentes épaisseurs a la surface du bassin d'aération. On l'associe fréquemment a des
bactéries filamenteuses qui proliferent de maniere excessive et constituent des flocs
hydrophobes. Ces derniers capturent des bulles d'air, ce qui entraine une diminution de la
densité des flocs. Cette mousse peut entrainer un débordement du bassin d'aération,

occasionnant des pertes de biomasse (Figure 6) (Pandolfi, 2006).

Figure 6 : Mousse biologique en surface d’un bassin d’aération
(BenfrehaBenyelles, 2022).

La reconnaissance des bactéries filamenteuses est un élément crucial dans la

caractérisation du processus de moussage.

j
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Ce phénomeéne n'est pas attribuable a tous les microorganismes, cependant dans de
nombreux cas, ils peuvent causer des problemes de décantation et des débordements dans

les bassins d'aération (Pandolfi, 2006).

Selon Duchene et al. (1998), le phénoméne de moussage serait dd a la présence de
bactéries hydrophobes, tandis que le bulking serait la conséquence de bactéries hydrophiles.
Selon Richard (1989), le moussage serait attribué a la présence de Nocardiaformes. Selon
Sodell et al. (1996), I'utilisation de substrats hydrophobes (tels que I'huile d'olive) favorise
le développement de Nocardia pinensis, contrairement aux substrats hydrophiles comme le
glucose. Les recherches de Viloget (1994) concernant le moussage biologique et

physicochimique ont conduit a I'identification de diverses souches bactériennes.

Il a constaté la présence de Nocardia, une bactérie aérobie a croissance lente, qui se
développe principalement dans des conditions de haute teneur en boues, en présence d'acides
gras a courtes chaines et d'eau contenant des acides gras a courtes et longues chaines
(Pandolfi, 2006).

5.2. Solution proposée pour résoudre les problemes de décantation
5.2.1. Dilution faible du mélange liquide et défloculation

Il est possible de remédier aux problémes de défloculation liés & un surcroit de
multiplication des bactéries filamenteuses en rehaussant la concentration du fluide mixte
dans les bassins d'aération. Pour y parvenir, il est possible de diminuer la capacité du réacteur
ou de désactiver un ou plusieurs bassins d'aération. Quand le probléme de foisonnement
affecte I'opération de l'usine d'épuration, des solutions temporaires peuvent parfois étre
envisagées : Oxydation par le chlore ; incorporation de polymeres synthétiques ou de

coagulants (chaux ou chlore ferrique) (Jenkins et al., 1986).
5.2.2. Réacteur completement mélangé

On peut établir une zone de contact modifiée pour traiter un probleme de prolifération
des boues (Eikelboom, 1982 et Pujol, 1987). Toutefois, une telle solution nécessite

d'importants travaux.

Toute augmentation de la concentration du substrat autour des flocs biologiques
stimule la multiplication des bactéries agglutinantes ou floculantes au déetriment des bacteries

filamenteuses (Blanchard et al., 1990).

3
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5.2.3. pH élevé a I'affluent

Il est possible de traiter la saturation causée par un pH trop haut de I'affluent dés la

source : il suffit d'installer les dispositifs qui permettent de réguler le pH des eaux résiduaires.

Cette approche est adoptée lorsque les problémes liés a un pH excessivement élevé
sont courants, anticipés ou les deux. Dans les situations alternatives, il est plus rentable
d'introduire du chlore dans le tuyau (Blanchard et al., 1990).

j
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Ce chapitre se concentre sur les bactéries filamenteuses, qui sont essentielles dans
plusieurs contextes biologiques comme le traitement des eaux résiduaires et certains
processus microbiens naturels. L'objectif est de développer notre compréhension de ces
micro-organismes spécifiques en explorant divers aspects essentiels. Nous commencerons
par définir les bactéries filamenteuses et explorer leur provenance afin de mieux comprendre
leur évolution et leur capacité d'adaptation a divers milieux. Par la suite, nous examinerons
leurs particularités morphologiques et physiologiques distinctives en comparaison avec
d'autres sortes de bactéries. De plus, une catégorisation précise sera proposée pour
déterminer les diverses familles et genres qui composent ce groupe. On mettra un accent
spécial sur la classification des principales bactéries filamenteuses, essentielle pour leur

identification et analyse détailléee (Degremont, 2005).
1. Définition

Les bactéries filamenteuses représentent une catégorie de bactéries qui se
développent sous forme de filaments ou de chaines cellulaires (Figure 7). Contrairement a
la majorité des bactéries, elles demeurent attachées les unes aux autres apres leur division,
formant ainsi de longs filaments. Elles sont largement présentes dans de nombreux milieux

et jouent un rdle essentiel dans I'équilibre écologique (Madigan et al., 2021).

Bacteries

filamenteuses

Figure 7. Bactéries filamenteuses X 100 (Degremont, 2005).
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2. L’origine

La majorité des bactéries filamenteuse sont des actinomycetes. Ces dernieres sont
des micro-organismes extrémement répandus dans divers environnements tels que le sol,
I'air, les eaux douces et marines, les restes de plantes dans le compost, ainsi que chez les

animaux et méme chez I'homme (Tableau 2) (Loucif, 2011).

Tableau 2 : Habitats de certains actinomycetes (Saker, 2015).

Actinobactéries Habitats
Actinoplanes spp. Eau douce, litiere végétale, sol.
Nodules racinaires des non-légumineuses,
Frankia spp.
sol.
Nocradia amarae Boues activeées.
Rhodococcus coprophilus Déjections animales, eau, sol.

Saccharopolyspora rectivirgula Foin moisi, sol.

Streptomyces spp. Sol, litiére végetale, eau.

Saccharomonospora Compost, sol.

2.1. Les actinomyceétes de sol

Les actinobactéries sont des microorganismes omniprésents que l'on trouve sur tous
les substrats naturels habituels, notamment dans le sol (Tableau 3). De nombreuses
actinobactéries présentes dans le sol sont saprophytes et contribuent a la décomposition de
la matiére organique, favorisant ainsi la formation de I'numus, tout comme les champignons.
Les actinobactéries du sol sont présentes a la surface, mais elles peuvent également étre
trouvées a une profondeur dépassant 2 meétres. Ces derniers générent des composes
specifiques tels que la geosmine et le 2-méthyl isobornéol, qui sont a l'origine de I'aréme
distinctif des terres. Ils representent entre 10 et 50% par rapport aux autres microorganismes
(Belyagoubi, 2014).

?
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Le genre Streptomyces, Nocardia et Micromonospora sont les plus courants, tandis
que le genre Streptomyces représente a lui seul 95% des 5000 souches d'actinomycetes
isolées provenant de 16 types différents (Belyagoubi, 2014).

Tableau 3. Freguence des divers genres d'actinomycetes dans le sol (Belyagoubi, 2014).

Genre Pourcentage (%)
Streptomyces 95.34
Nocardia 1.98
Micromonospora 1,4
Thermomonospora 0.22
Actinoplanes 0.20
Microbispora 0.18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0.10
Actinomadura 0.10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0.06
Microellobosporia 0,04

2.2. Actinomycetes dans les rhizosphéres de plantes

Elles occupent aussi une place prépondérante dans la communauté microbienne de
la rhizosphére. Les actinobactéries du genre Frankia jouent un réle crucial pour divers types
de plantes (Figure 8). Cette bactérie a la capacité de fixer I'azote en créant des nodules sur
les racines de certaines angiospermes, ce qui lui permet donc de se developper plus

facilement dans un sol déficient en azote.
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Cette relation concerne l'association entre I'actinobactérie 56 et I'actinorhizienne.
Seules quelques espéces sont phytopathogenes, Streptomyce sscabies étant I'exemple le plus

examing, connu pour étre a l'origine de la gale de la pomme de terre (Saker, 2015).

Figure 8 : Streptomyces scabies (Cruywagen et al., 2021).

2.3. Les actinomycetes aquatiques

On trouve une forte présence d'actinobactéries dans ces environnements, facilitant
ainsi l'isolement de souches de Microspora, d'Actinoplanes et de Streptosporongiam. On les
retrouve principalement dans les sédiments des fonds de riviéres ou de lacs, ou ils ont un
role crucial dans la décomposition des résidus végétaux, conférant a I'eau son parfum terreux
et son godt distinctif. Alors qu'on ne les trouve pas dans les eaux minieres fortement acides
(pH<1) ni dans les sources thermales brilantes d'origine volcanique (Figure 9) (Harrir,
2018).

3
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Figure 9 : Actinoolanes (Yamamura et al., 2012).
2.4. Les actinomycetes de I'air

Pour les actinomyceétes, I'air n'est pas un lieu de résidence, mais plutdt un vecteur de
déplacement. Les actinomycetes thermophiles produisent une grande quantité de spores qui
peuvent étre aisément dispersées dans l'air et leur propagation est facilitée par les courants
d'air (Figure 10) (Kitouni, 2007).
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Figure 10. Actinomycétes thermophiles (Malviy et al., 2013).
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2.5. Les actinomycétes du compost

Les actinomycetes mésophiles et autres microbes décomposent les substrats nutritifs,
générant une chaleur qui crée un environnement propice a la prolifération rapide des
actinomycetes  thermophiles. Des genres tels que:  Thermoactinomyces,
Saccharomonospora, Micropolyspora, Pseudonocardia, Streptomycessp. Et
Thermonospora ont été extrait de substrats s'auto-chauffant. Les espéces de
Thermomonospora prospérent particulierement durant la seconde phase de préparation
d'engrais pour la culture des champignons, alors que les Streptomyces diastaticux et
Thermoactinomyces vulgaris dominent dans le compost cuit a la vapeur et sa poudre (Figure
11) (Harrir, 2018).

Figure 11 : Streptomyces sp (Madigan et al., 2021).

2.6. Les vegetaux, les animaux et I'Homme

Dans I'nabitat naturel des actinomycetes, il est nécessaire d'inclure les plantes, les
animaux et I'étre humain, car certaines especes peuvent étre pathogénes pour eux. Les
actinomycetes causent rarement des maladies chez les plantes. On note la présence d'une

gale de pomme de terre due a Streptomyces scabiei.
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Des Mycobactéries spécifiques, telles que Mycobacterium tuberculosis (responsable
de la tuberculose) ou Mycobacterium leprae, sont responsables de maladies chez les

animaux, les plantes et les humains (Agent de la leépre) (Loucif, 2011).
3. Les rodles des bactéries filamenteuses dans les boues activées

Malgré le danger qu'elles posent, les bactéries filamenteuses constituent un élément
crucial des boues activées. C'est effectivement un aspect crucial pour la structuration du floc.
Une supposition (Sezgin et al., 1978), largement adoptée depuis (Jenkins et al., 1984 ;
Jenkins et al., 2003), est que les micro-organismes filamenteux constitueraient ce que I'on
pourrait considérer comme le « squelette » ou la structure du floc. Les bactéries floculantes
auront tendance a se rassembler en masses autour d'un substrat minéral ou organique, ainsi

que de filaments. La production d'exopolysaccharides garantira l'unité de I'ensemble.

Néanmoins, des chercheurs comme Wanner et Grau (1989) ont supposé que
I'élément essentiel dans la structuration du floc serait la matrice d'exopolysaccharides
générée par les bactéries en floculation, plutdt que les autres composants, filaments eux-

mémes.
3.1.Décantation des boues activées

La méthode des boues activées se divise en deux phases : absorption des polluants
organiques par la biomasse bactérienne, suivie de leur séparation a partir de la liqueur mixte.
Traditionnellement, la décantation est réalisée dans un décanteur secondaire. L'eau traitée
passe par le décanteur. Les boues sont extraites du décanteur et une portion est réintroduite
dans le processus afin de fournir un surplus de biomasse. Le reste est éliminé du processus.
L'efficacité de la décantation est directement liée au phénomeéne de biofloculation qui est di

a la présence des bactéries filamenteuses (Belyagoubi, 2014).
3.2.Bactéries filamenteuses dans la bioflocculation

Le floc se structure a deux échelles : la microstructure, qui est le résultat de
I'assemblage de simples bactéries formant le floc, et la macrostructure, qui est garantie par
les bacteries filamenteuses présentes au sein du floc. La microstructure crée des flocs

compacts et de petite taille, cependant avec une résistance mécanique limitée.
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La macrostructure produit des flocs de plus grande taille mais moins densément
compactés et, les bactéries qui constituent le floc, sont fermement attachées au squelette

filamenteux par le biais de polymeres extracellulaires.

Elles sont capables de résister aux contraintes mécaniques. Par ailleurs, ces flocs
garantissent une purification plus performante. Les bactéries filamenteuses sont donc

bénéfiques pour la biofloculation et I'efficacité du processus de décantation (Saker, 2015).

4. Les caractéristiques des bactéries filamenteuses

Malgré les dysfonctionnements qu'elles peuvent provoquer, les bactéries
filamenteuses demeurent une composante cruciale des boues activées. Effectivement, c'est
un composant essentiel pour la structuration du floc. Selon I'hypothése de Sezgin et al.
(1978), couramment citée (Jenkins et al., 1986 ; Jenkins et al., 2003), les micro-organismes
filamenteux constitueraient ce que I'on pourrait qualifier d'armature ou de manteau floc. Les
bactéries floculantes, quant a elles, vont se rassembler en agrégats autour d'un s minéral ou
organique et de filaments. La production d'exopolysaccharides garantira I'unité de I'ensemble
(Degrémont, 1989).

Les boues activées renferment des nutriments, des substrats ainsi que de I'oxygene.
Sous ces circonstances, les bactéries croissent et ont une propension a s'agglomerer. Si ce
processus se déroule normalement, des flocs de micro-organismes se forment. Ces flocs ont
la capacité de retenir les particules, favorisant ainsi leur dépdt. Toutefois, certaines variétés
de bactéries se regroupent dans une direction spécifique et créent des filaments. On qualifie
ces bactéries de filamenteuses. Il est possible que ces filaments atteignent une dimension de
10 mm/ml (Goodfllow et Williams, 1983 ; Duhamel, 1998).

Les bactéries filamenteuses, principalement représentées par les actinomycetes,
présentent une série de caractéristiqgues morphologiques, physiologiques et écologiques

distinctes.
4.1. Caractéristiques morphologiques

Morphologiquement, les bactéries filamenteuses se distinguent par une croissance
sous forme de filaments ramifiés semblables & ceux des champignons, ce qui leur confére un

avantage compétitif dans les sols complexes.
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Elles forment souvent un mycélium aérien et un mycélium substratés,

caractéristiques typiques du genre Streptomyces (Belyagoubi, 2014).
4.2. Caractéristiques physiologiques

D'un point de vue physiologique, ces micro-organismes sont habituellement des
aerobies stricts et possedent une aptitude notable a générer des enzymes extracellulaires
(comme les cellulases, chitinases et protéases) qui leur offre la capacité de décomposer des

substrats complexes, en particulier les matieres organiques provenant des plantes.

Plusieurs especes sont également reconnues pour leur aptitude a générer des
antibiotiques naturels et des métabolites secondaires bioactifs qui ont une valeur dans les
secteurs médical et agricole, ainsi que des protéases qui leur donnent la capacité de
décomposer des substrats complexes, notamment la matiére organique végétale (Seviour et
Nielsen, 2010).

4.3. Caractéristiques ecologiques

Sur le plan écologique, les actinomycétes se sont adaptés a divers environnements
naturels, mais ils dominent principalement dans les sols organiquement riches légérement
acides ou neutres. Selon les conditions du sol, leur nombre peut varier, avec une
prédominance souvent observée des Streptomyces qui peuvent constituer jusqu'a 90 % des

actinomycetes isolés dans certains types de sols (Pimenta et al., 2020).
5. Classification

Il existe deux classifications :

5.1. Classification de Eikelboom

En 1975, Eikelbooma observé un grand nombre de bactéries filamenteuses (26
especes) dans différentes stations d'épuration, et a bati une classification comprenant
7groupes.Les différents échantillons sont observés par microscopie optique en illumination
directe ou contraste de phase. Cette catégorisation repose d'une part sur la structure des
filaments (ramifications véritables ou fictives, filaments en mouvement, coloration de
Gram...) et d'autre part sur I'existence ou I'absence d'inclusions au sein des cellules (granules

de polyphosphates, polyhydroxybutyrate et soufre) (Belyagoubi, 2014).
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5.2. Classification de Wanner

En 1989, une méthode plus accessible a été élaborée. La classification de Wanner
se base sur cing catégories de microorganismes, déterminées en fonction des conditions du
milieu environnemental (aérobies, anaérobies, sulfures, age des boues, etc.). Cette technique
est généralement facile a utiliser en laboratoire et elle représente souvent la premiere

approche de caractérisation.

Cependant, cette méthode n'est pas sans contraintes, car la morphologie et les
colorations des microorganismes peuvent fluctuer en fonction des conditions

environnementales (Beveridge, 1990).

Effectivement, des bactéries telles que Microthrix parvicella ou Eikelboom type 1863
présentent une variabilité de Gram. Par ailleurs, une autre complication pourrait survenir
avec des microorganismes qui contiennent des granules de sulfure. La distinction des
filaments appartenant au genre Thiothrix, Type 021 ou Leucothrix en I'absence de granules

de sulfure demeure tres difficile (Figure 12).

La catégorisation des actinomycétes se base sur des critéres morphologiques,
biochimiques et principalement moléculaires (les séquences de I'ARN 16S). La répartition

du groupe se fait essentiellement de la maniére suivante :

v" Embranchement : Actinobacteria

v" Classe : Actinobacteria

v' Ordres : Actinomycetales (le plus représentatif), Bifidobacteriales,
Corynebacteriales, etc.

v' Exemples de familles : Streptomycetaceae, Micromonosporaceae, Nocardiaceae,
Mycobacteriaceae...

v" Principaux genres : Streptomyces, Micromonospora, Nocardia, Actinoplanes,

Frankia, Mycobacterium, Saccharopolyspora et autres.

Le genre Streptomyces, le plus varié et dominant dans les sols, est célébre pour sa
faculté a genérer plus de deux tiers des antibiotiques naturels utilises en médecine
(Belyagoubi, 2014 et Saker, 2015).
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CLASSIFICATION D'EIKELBOOM (1975)
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Figure 12 : Classification des bactéries filamenteuses (Belyagoubi,2014).

6. Taxonomie

Environ quarante types différents de micro-organismes filamenteux ont été identifiés

dans 1’écosystéme des boues activées des stations de traitement des eaux usées urbaines et

industrielles (Lacroix, 2008).
6.1. Eikelboom type 021N ouThiothrix eikelboomii

Ce type de bactérie est fréquemment observé dans les boues activées. Elle se présente
sous forme d’un long filament rigide pouvant atteindre jusqu’a 1 000 um. Ce filament est
composé de cellules mesurant entre 0,7 et 4 um de diamétre et de 0,5 a 5,5 um de longueur.

Les cellules, souvent irréguliéres, sont généralement carrées ou discoides (Lacroix, 2008).

Cette bactérie appartient aux gamma-protéobactéries. Elle est a Gram négatif et
Neisser négative, et contient des granules de PHB ainsi que des dépdts de soufre.
Contrairement a d'autres, elle ne montre ni gaine, ni formation de rosaces ou de gonidies.

Aucun mouvement n’a été observé au niveau du trichome.
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L’espeéce Eikelboom type 021N est subdivisee en trois groupes (I, 11, 111), différenciés
selon leurs séquences d’ARNr 16S (Lacroix, 2008).

Thiothrix est le genre le plus proche de type 021N. Les deux partagent une délétion
caractéristique dans leur séquence d’ARNr 16S, au niveau des régions 455-477 (comparé a
E. coli). Cette similarité a conduit a reclasser Eikelboom type 021N comme une espece
distincte du genre Thiothrix (Figure 13) (Lacroix, 2008).

e - - -
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Figure 13 : Filament type 021 N (Pandolfi, 2006).

6.2. Microthrix parvicella

Une bactérie qui fait partie du groupe IV selon la classification d'Eikelboom.
Morphologiguement, elle se distingue par des filaments qui dépassent 200 um de longueur,
avec un trichome dont la largeur varie de 0,5 a 0,8 um et qui n'a pas d'adhérence. Microthrix
parvicella est une bactérie Gram positive, Neisser positive et qui se colore au noir de Soudan.
Elle est fréquemment observée en Europe lors des épisodes de dysfonctionnement (bulking

et moussage) dans les stations d'épuration (Westlund et al., 1996 ; Hwang et al., 1998).

Le métabolisme de Microthrix se distingue par sa dépendance principale au carbone

organique provenant des acides gras a chaines courtes et longues (Virgolet, 1994).
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Cette souche est également capable de synthétiser dans des conditions anaérobies des
poly-hydroxybutyrates et polyphosphates. Des fluctuations d'oxygéne dissous ainsi que des
aérations intermittentes ont tendance a stimuler la croissance de ce type de microorganisme
(Figure 14) (Scuggs et al., 1998).

Figure 14 : Microthrix parvicella (Durban, 2015).

6.3. Nocardiosis spp.

Nocardia spp se distingue par ses multiples ramifications courtes dont la longueur
ne dépasse pas 100 um et par des trichomes ayant une largeur variant de 1 a 2 um. On peut
observer les filaments dans un seul plan, et les tests de coloration Gram et Neisser donnent
tous deux un résultat positif. La présence de granules identifiée par la coloration au Noir de
Soudan suggére un entreposage de poly-hydroxybutyrate. Il est assez aisé de cultiver ces
souches a une température de 25-30 °C sur des milieux contenant une source de carbone,

des extraits de levure, du glucose et du tryptophane (Soddell et al., 1996).

Les cellules de trichome, trés breves, forment la bactérie filamenteuse. Ce micro-
organisme joue un role important dans la formation et la stabilisation de la mousse

biologique dans les procédés a boues activées (Pandolfi, 2006).
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6.4. Sphaerotilus natans

Généralement causée par des niveaux bas d'oxygene ou des déficits en nutriments

(comme l'azote, le phosphore, etc.) (Figure 15).

- -
R “"‘N

Figure 15 : S. natans (Pandolfi, 2006).

6.5. Thiothrix, type 021 et type 1863

On retrouve souvent Thiothrix et Type 021 dans les proliférations de boues (Terry et
al., 1985). En général, les bactéries appartenant aux genres Thiothrix, Type 021 et 1863 sont
Gram-négatives et renferment des granules de sulfure. Ces sulfures peuvent étre issus des
rejets industriels ou de la décomposition biologique des composés soufrés présents dans les
usines d'épuration urbaines (Tandoi et al., 1994). Ces chercheurs ont effectué des tests
d'isolement par micromanipulation de bactéries filamenteuses provenant de boues activees
dans des usines italiennes. Ils ont démontré la faisabilité de cultiver des souches du genre
Thiothrix en culture pure en présence d'acétate, de thiosulfate ou de bicarbonate (Figure 16)
(Pandolfi, 2006).
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Figure 16 : Thiorix (Juzan et al., 2012).
6.6. Nostocoida limicola

C’est un type de bactérie souvent présent dans les procédés de foisonnement ou de
moussage au sein des installations d'épuration industrielles. Dans la littérature, trois especes

de Nostocoida limicola ont été identifiees (Eikelboom, 2000) :

v" Nostocoida limicola I (cellule d'un diamétre de 0,6-0,8 pm)
v Nostocoida limicola Il (cellule diametre : 1,2-1,4 um)

v Nostocoida limicola Il (taille des cellules : 1,6-2 um)

En 1990, Novak et ces collaborateurs ont, minutieusement, analysé les propriétés
de ce micro-organisme dans leurs recherches. Les distinctions résident principalement dans
la dimension des cellules et des trichomes de moins de 200 um. Il est possible que
Nostocoida limicola se développe. La coloration au Noir de Soudan signale la présence de
granules de PHB tandis que la réaction de Neisser indique un résultat positif et négatif pour

la coloration de Gram.

Les différences se retrouvent essentiellement au niveau de la taille des cellules et du
trichome inférieur a 200 um. La croissance de Nostocoida limicola peut étre stimulée dans
des conditions anaérobies par des composés de type hydrates de carbone ou alcools (Figure
17) (Blackall et al., 2000).
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Figure 17 : N.limicola (Pandolfi, 2006).

7.Méthode d'identification des bactéries filamenteuses

7.1. Méthode d'identification classique (Observation microscopique)

Pour déterminer les stratégies les plus efficaces a adopter face a un incident de

prolifération de filaments ou de formation de mousse, il est essentiel d'identifier précisément

les bactéries responsables de cette anomalie. Eikelboom (1975) et Jenkins et al.(1984), ont

donc proposé une méthode pour identifier les divers microorganismes filamenteux en se

basant sur les critéres morphologique set les colorations cytoplasmiques suivants :

v

AN N N N NN

L'existence ou I'absence d'une gaine ou d'une matrice d'exopolysaccharides entourant
le filament

Le mouvement des cellules ;

L'existence de ramifications, authentiques ou non ;

La dimension et la configuration des filaments ;

Le résultat de la coloration selon Gram et Neisser ;

La morphologie, le diamétre et la longueur des cellules des trichomes ;

La présence, I'absence et le type des inclusions a l'intérieur des cellules (PHB,

sulfures).
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Par conséquent, la caractérisation morphologique présente de nombreuses
limitations. En effet, les colorations, en particulier la coloration de Gram, offrent des
résultats inconsistants pour certains filaments en fonction de leur état physiologique
(Jenkins et al., 2003). Dans certains cas, des modifications dans la composition des eaux
usées peuvent provoquer une altération de la structure des filaments. On doit aussi souligner
que certains types d'especes qui posseédent généralement une gaine autour de leur filament
peuvent parfois en étre dépourvus. Effectivement, les génes qui autorisent la bactérie a la
synthétiser se trouvent parfois sur des plasmides. Si ces éléments sont perdus, la bactérie ne
peut plus synthétiser une gaine (Wagner, 1994). Certaines especes présentent des traits
morphologiques trés similaires, ce qui rend leur distinction particuliérement ardue (Wagner,
1994 ; Jenkins et al., 2003). Certaines especes peuvent exister sous forme de bactéries
dispersées au lieu de la forme filamenteuse. C'est le cas pour Sphaerotilus natans (Hasal,
2001), Microthrix parvicella(Richard et al., 1985) et Thiothrix nivea (Ramothokang et al.,

2006) notamment.
7.2. Identification physiologique et biochimique

Les taxonomistes font appel a une batterie de tests physiologiques et biochimiques

pour distinguer et identifier les différentes especes bactériennes (Tortora et al., 2019).
7.2.1. Identification du type respiratoire

L'identification du type respiratoire (ou type énergétique) d'une bactérie implique de
déterminer la relation de cette bactérie avec I'oxygene. Les bactéries ont des exigences

particuliéres en matiére de respiration, elles sont soit :

e Bactéries strictement aérobies : des bactéries qui nécessitent de I'oxygéne pour leur
processus respiratoire.

e Bactéries strictement anaérobies : I'oxygeéne est néfaste pour ces bactéries.

o Des bactéries facultatives aéro-anaérobies : leur développement ne dépend pas de la
présence d'oxygene, elles peuvent prospérer en milieu oxygéné ou non.

e Des bactéries micro-aérophiles : bactéries qui se multiplient dans des conditions de
faible pression d’oxygene.

e Des bactéries anaérobies qui tolerent I'oxygene : les bactéries se développent sans
oxygene, mais elles peuvent tolérer la présence de ce gaz dans leur environnement
(Tortoraet al., 2019).
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7.2.2. Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme retrouvée chez la majorité des bactéries aérobies strictes
et anaérobies facultatifs. Le r6le majeur de la catalase au sein des cellules est d'empécher
I'accumulation de concentrations dangereuses de peroxyde d'hydrogene (H202), qui est un
sous-produit de divers processus métaboliques (Figure 18) (Willey et al., 2017). Elle stimule

la transformation du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene qui se manifeste par :

2H,0, » 2H,0+0,1

»

Catalase

L’apparition de bulles et un dégagement gazeux de dioxygene, ce qui indique que la
bactérie posséde une catalase (+). En revanche, I'absence de bulles et la libération de gaz

suggerent que la bactérie ne posséde pas de catalase (-) (Willey et al., 2017).

Catalase Test

+ ¥ - _"_ ' .

3% H.0, i 3% H0,

Catalase Negative Slide Method Catalase Positive
(No Bubble) (Bubble Present)

Figure 18 : Principe du teste de catalase (Khalouche et Sifour, 2021).
7.2.3. Recherche de I’oxydase

L'identification des bactéries, en particulier les Gram-négatives, repose souvent sur
la recherche de lI'oxydase, qui est I'un des criteres les plus utilisés et discriminants. Cette
étude vise a démontrer la capacité de la bactérie examinée a oxyder la version réduite
incolore des dérivés méthylés de la paraphénylene diamine, transformant leur forme en semi-

quinone rose violacée.
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La cytochrome oxydase, également appelée oxydase, est une enzyme que l'on
retrouve dans certaines chaines respiratoires de bactéries. Elle catalyse une réaction d'oxydo-
réduction qui implique une molécule d'oxygene en tant qu'accepteur d'électrons. Dans ces
processus, I'oxygene est transformé en eau H20 ou en eau oxygénee H202(Willey et al.,
2017).

Les bactéries dotées de I'enzyme oxydase sont capables d'oxyder le N, N, N, N-
tétraméthyl-1,4-phénylene diamine, qui constitue un élément du réactif utilisé pour la
détection du cytochrome-oxydase en bactériologie, ce qui donne des produits violacés
(Totora et al., 2019).

7.2.4. Recherche de la nitrate-réductase

La nitrate-réductase est une enzyme qui catalyse la réaction de réduction des nitrates
en nitrites dont leur mise en évidence est réalisée en utilisant le réactif de Griess. Parfois,
certaines bactéries peuvent poursuivre cette réduction, jusqu’a une dénitrification selon la

réaction suivante :
Nitrate réductase Dénitrification

NO3

v

NO;
Nitrate Nitrite Diazote

La nitrate-réductase réduit les nitrates jusqu’au stade nitrites selon la réaction :

NO3 + 2H* + 2e~ » NO; + H,0

Le réactif de Griess se colore en rouge-orangé lorsqu'il est en présence d'ions nitrites,
ce qui révele que la bactérie posséde une nitrate-réductase apte a transformer les nitrates en

nitrites.

Le fait que la bactérie testée ne présente pas de couleur rouge ne signifie pas
nécessairement qu'elle n'a pas de nitrates-réductase, car elle pourrait avoir une nitrate-

réductase trés active capable de réduire les nitrates jusqu'a atteindre le stade diazote Na.

Une telle bactérie, portant une enzyme comme celle-ci, serait capable d'absorber tous

les nitrates présents dans I'environnement (Willey et al., 2017).
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Dans cette situation, le test est complété par I'épreuve de Zo-Bell, a laquelle on ajoute
la poudre de zinc, un composé qui a la capacité de transformer les ions nitrates en ions

nitrites:

2H* + NO3 + Zn~ > NO, + Zn** + H,0

7.2.5. Etude de la voie d’attaque des glucides
Les bactéries exploitent les glucides a travers deux parcours métaboliques :

e Un cheminement oxydatif : en présence d'oxygene.
e Un cheminement fermentatif : en I'absence d'oxygeéne, ou lorsque la présence

d'oxygene est limitée.

Pour comprendre comment les bactéries Gram négatif, comme les entérobactéries,
exploitent les glucides (notamment le glucose), on se référe aux milieux de Hugh et Leifson
ou MEVAG (Milieu d'Etude de la Voie d'Attaque des Glucides) (Madigan et al., 2018). Ce
milieu est généralement enrichi en glucose pour déterminer la stratégie d'utilisation de ce
sucre. Cependant, il peut également étre élaboré avec d'autres glucides (comme le lactose ou
le saccharose) afin d'examiner leur métabolisme par ces bactéries. Ce milieu de culture
comprend un indicateur de pH, le bleu de bromothymol, qui facilite I'évaluation du type de
dégradation du glucide (glucose) qui libere des acides et éventuellement des gaz (Madigan
et al., 2018).

Il vire au jaune en milieu acide, sinon il conserve la couleur verte du milieu ou il vire
aubleu en cas d’alcalinisation. Donc a la fin de I’incubation, on observe le changement de

couleur du milieu pour déterminer le type oxydatif ou fermentatif (Madigan et al., 2018).
7.2.6. L’hydrolyse de I'amidon

Ce test est effectue sur un milieu nutritif gélifié qui contient 1% d'amidon soluble.
Aprés une incubation de 10 jours a une température de 30°C, la gélose est enduite d'une
solution de Lugol. L'absence de coloration autour des colonies révele donc I'nydrolyse de
I'amidon. En revanche, les autres régions du milieu qui contiennent de I'amidon prennent
une teinte brune (Kitouni, 2007).
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7.2.7. La décomposition de I'urée

Ce test se fonde sur I'inoculation d'une suspension d'actinobactérie dans un milieu
contenant du rouge de phénol, suivie d'une incubation a 30°C pendant une période de 7 & 10
jours. Ces environnements prennent une couleur rouge lorsque l'urée est décomposée, ce qui

indigue que les souches contiennent des enzymes uréases (Guiraud, 1998).
7.2.8. Les tests Voges-Proskauer « VP » et Rouge de Méthyle « RM »

Ces tests sont réalisés par I'ensemencement separé des divers isolats dans des tubes
contenant un milieu liquide Clark et Lubs, suivi d'une incubation a 30°C pendant une durée
de 7 a 10 jours. Suite a l'incubation, deux tests de coloration doivent étre effectués afin
d'illustrer la voie de fermentation du glucose (la voie du butane diol et la voie des acides
mixtes) (Guiraud, 1998).

e Réaction face au RM

Le test est réalisé par intégration d'unel a 2 gouttes d'une solution de rouge de
méthyle a 0,5%, élaborée dans I'alcool & 60°, a 2 ml du milieu. La manifestation d'une teinte
rouge dans le milieu, indiquant une fermentation acide mixte par acidification (un pH
inférieur a 4,2) d'un milieu contenant du glucose suite a la fermentation du glucose, est jugée
positive. Un milieu de couleur jaune, correspondant a un pH supérieur a 6,3, est considéerée

comme négative (Guiraud, 1998).
e Réaction de VP

Le test est réalisé par incorporation de0,5 ml d'une solution d'a-naphtol alcoolique a
6% et 0,5 ml d'une solution aqueuse de soude a 16% dans un millilitre du milieu de culture
en tube. La manifestation d'une teinte rouge, signalant la production d'acétoine (ou 3-
hydroxy-butanoate), est jugée positive (Guiraud, 1998).

7.2.9. Hydrolyse de la gélatine

Les bactéries sont ensemencees sur une gélose nutritive qui contient 0,4% de
gélatine, puis placées en incubation a 30°C. L'observation de zones claires autour des

colonies est due a I'hydrolyse de la gélatine (Chaphalkar et al., 1996).
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7.2.10. Recherche d’une Caséinase

L’hydrolyse de la caséine est étudiée sur un milieu gélosé riche en lait écrémé.
L’ensemencement des isolats a tester est réalisé par des stries et incubé a 30°C. Apres 7
jours, I’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la dégradation de la

caséine (Roy et al., 2014).
7.2.11. Recherche d’une lécithinase

On utilise un environnement gélosé contenant de la lécithine pour évaluer les
différents isolats dans le but de démontrer leur capacité a décomposer cette substance grace
a la lécithinase produite par les souches. L'ensemencement des isolats a analyser est réalisé
par stries, suivi d'une incubation & une température de 30°C.Le milieu de culture utilise le
jaune d'ceuf comme substrat, constitué de Iécithine, de triglycérides et d'une lipoprotéine. Il

autorise donc la recherche simultanée de trois enzymes :

v La lécithinase : se manifeste par la formation d'un halo opaque, couleur blanc perlé
jaunatre, avec une bordure définie sous la colonie ou a sa périphérie.

v" La présence d'un halo blanc, perlé et brillant indique I'activité de la lipase.

v" La lipoprotéinase : l'apparition d'un halo clair autour de la colonie est perceptible
(Raval et al. 2012).

7.3. Méthodes d'identification moléculaires

Devant les défis et les erreurs potentielles liées a la méthode traditionnelle
d'identification, les chercheurs ont élaboré, depuis les années 90, des techniques
d'identification fondées sur la biologie moléculaire. Ces méthodes reposent sur I'examen de
I'ADN et/ou de I'ARNL des bactéries. L'ARNr 16S a été sélectionné comme référence pour

décrire au mieux la complexité de la communauté bactérienne (Lacroix, 2008).
7.3.1. PCR et OPCR

La technique de réaction en chaine de polymérase, aussi connue sous le nom de PCR,
a profondément transformé la biologie moléculaire et est la raison principale de son
développement au cours des deux dernieres décennies. Plusieurs méthodes d'identification

moléculaire, que nous détaillerons ultérieurement, reposent sur l'usage de cette réaction.
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Il est important de noter qu'elle repose sur I'amplification in vitro d'une séquence
d'ADN spécifique grace a une enzyme appelée ADN polymérase (Mullis et Falcona, 1986).
Pour des microorganismes identifiés, I'amplification d'une séquence spécifique de I'ARNr
16S propre a l'espéce bactérienne ciblée peut révéler sa présence dans un échantillon

specifique (Lacroix, 2008).

La QPCR ou PCR quantitative en temps réel ajoute un aspect quantitatif a
I'identification. En effet, & la différence de la PCR classique, cette technique permet d'estimer

la quantité d’ADN contenue dans I'échantillon a analyser.
7.3.2. Clonage d'ARNTr 16S

Cette approche comprend l'isolement de I'ADN a partir des boues, suivi d'une
amplification par le biais de primers universels, puis d'un clonage des genes codant pour
d'’ARNr 16S des diverses souches bactériennes. Cela mene a la mise en place de banques
d’ARNr 16S et finalement au séquencage des produits issus du clonage. On procéde ensuite
a l'identification des microorganismes en confrontant les séquences obtenues a des bases de
données. A ce jour, la base de données du NCBI répertorie approximativement 700 000
séquences d'’ARNr 16S (septembre 2007). Avec les séquences des diverses bactéries
filamenteuses désormais établies, cette technique permet une détection et identification
aisees (Lacroix, 2008).

Toutefois, cette méthode demande un certain investissement en temps, notamment
lors de I'étape cruciale du clonage quand on manipule une matrice complexe comme des
boues activées. Cette méthode est donc peu appropriée pour l'analyse d'échantillons en grand
nombre (Richard et al., 1985).

7.3.3. Analyses par Microarray ou puce a ADN

Le concept des puces a ADN, aussi désigné sous le terme de biopuce ou Microarray,

est né dans les années 90.

Il s'appuie sur une technologie multidisciplinaire qui combine la microélectronique,
la chimie des acides nucléiques, I'analyse d'images et la bioinformatique. Le concept des
Microarrays repose sur I'hybridation des acides nucléiques (Lacroix, 2008).

Des oligonucleotides spécifiques a certaines espéces cibles sont fixés sur un support

solide (appelé matrice) pour former des spots.
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En parallele, 'ADN des mémes espéces cibles est découpé a l'aide d'enzymes de
restriction puis marqué avec un fluorochrome. De la méme maniére, I’ADN extrait de
I’échantillon a analyser est aussi digéré et marqué, mais avec un fluorochrome différent qui
émet une fluorescence a une autre longueur d’onde. Les ADN de référence et de I’échantillon
sont ensuite hybridés avec les oligonucleotides fixés sur la puce. La détection des bactéries
présentes dans 1’échantillon se fait en mesurant I’intensité de fluorescence émise par chaque

fluorophore sur les différents spots (Figure 19) (Lacroix, 2008).
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Figure 19 : Principe de la puce a ADN ou Microarray (Lacroix, 2008).

Les ADN obtenus de I'échantillon a étudier sont traités de maniére similaire et
étiquetés avec un autre fluorochrome qui émet a une longueur d'onde distincte. Les ADN de
référence et de I'échantillon sont Cette méthode offre la possibilité d'identifier une espece au
sein d'un échantillon complexe tout en quantifiant la présence du microorganisme, en

s'appuyant sur l'intensité de fluorescence (Byoung et al., 2004).

L'analyse bactérienne de I'eau potable par microarray est deja en cours d'utilisation.
Cette méthode a aussi été employée dans la recherche sur les boues activées. C'est un outil
extrémement efficace et rapide pour identifier les bactéries contenues dans un échantillon
complexe. Toutefois, le développement d'une puce demeure complexe et colteux(Byoung
et al., 2004).
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L’objectif de ce travail est d’étudier et de caractériser les bactéries filamenteuses
présentes dans les boues activées de la station de Ferdjioua (Ain Beida Ahriche). Cette étude
repose sur des observations microscopiques et un suivi microbiologique effectué durant
quatre mois (février et mai), accompagnés par I’analyse de certains paramétres physico-
chimiques des eaux usées dans le laboratoire de la station, afin de mieux comprendre la

relation entre ces parameétres et le développement de ces bactéries.
1. Présentation de la station étudiée

La station d'épuration de Ferdjioua est située a l'extrémité d’un réseau de collecte
principal, juste en amont du rejet des eaux traitées dans le milieu naturel. Comme toute
station d'épuration, elle comprend une série d'unités de traitement que les eaux usées
traversent successivement, chacune étant congue pour éliminer progressivement des types
specifiques de polluants (STEP, 2018).

La mission principale de la station est de traiter les eaux usées issues des communes
de Ain Beida et de Ferdjioua, avant leur déversement dans 1’oued de Bousslah, qui se jette

ensuite dans le barrage de Béni Haroun (STEP, 2018).
1.1.Localisation géographique de la station d’épuration de Ferdjioua :

La station d’épuration des eaux usées de Ferdjioua (STEP) constitue une
infrastructure essentielle située au nord-est de la commune d’Ain Beida, dans la wilaya de
Mila (Figures 20 et 21). Elle a été mise en service le 17 juin 2017 (STEP, 2018).

Le systeme adopté repose sur la technologie des boues activées avec aération
prolongée, concu pour le traitement des charges organiques faibles. L’installation est

également équipée de dispositifs pour le traitement des boues, comprenant :

v Un systéme de déshydratation mécanique des boues.
v" Des lits de séchage de secours destinés aux situations exceptionnelles.

La station est dimensionnée pour traiter une charge équivalente a 80 000 équivalents-
habitants, avec une extension prévue a 120 000 EH a I’horizon 2030. Ce projet s’inscrit dans
une démarche de protection durable des ressources hydriques, notamment en préservant le
barrage de Beni Haroun contre la pollution, tout en ouvrant la voie a la réutilisation agricole

des eaux traitées (Bahloul et Menacer, 2019).
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La zone étudiée (Ferdjioua, Ain Beida) se distingue par une activité agricole intensive,
ce qui influence directement les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques des
eaux usées achemineées vers la station.
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Figure 20:La STEP de Ferdjioua. Figure 21:Localisation géographique de la

STEP de Ferdjioua (Google maps, 2021).

1.2.Données techniques de la station de Ferdjioua :

Les principales caractéristiques techniques de la station sont résumées dans le tableau

suivant :

Tableau 4 :Données Techniques de la STEP de Ferdjioua Willaya de Mila
(STEP, 2018).

Désignation lere STEP ou lagune
Wilaya Mila

Zone Constantine

Unité Mila

Nome (STEP et Lagune) STEP Ferdjioua-Ain Beida
Localisation de la STEP (commune) Ain Beida

Date de mise en service 17-juin-17

Procédé d’épuration Boue Activee
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80000 E/H actuelle et 120000 a I'horizon

Capacité actuelle et a I’horizon en E/H
2030

Volume nominal actuelle et a I’horizon en | 9600 m3/j actuelle et 14400 a I'horizon
m3/j 2030

Volume reel entrant a la STEP ou lagune en | 4000 m3/j (la moyenne)
m?3/j

Taux de collecte(raccordé a la STEP ou | 5o

lagune) %
Volume annuel traité en m3 1540000 m3
Rendement de la STEP 45%

Communes raccordées a la STEP ou Lagune | Ferdjioua - Ain Beida

Milieu récepteur des eaux sortant de la STEP | oyed Boussalah
(oued, mer, chaaba, milieu naturel,,,,,)

Etat de la STEP (en marche, a l'arrét,,,,) en marche

1.3.R0le environnemental et sanitaire de la STEP Ferdjioua, Ain Beida :

Cette station d’épuration joue un role fondamental dans la gestion durable de

I’environnement et de la santé publique a travers les fonctions suivantes :

v" Protection du barrage de Beni Haroun contre les pollutions organiques et chimiques.

v" Préservation de la santé publique en réduisant les risques liés au rejet des eaux usées
non traitées.

v" Valorisation des boues produites dans une logique d’économie circulaire.

v' Préservation des écosystemes aquatiques et terrestres via le controle de la qualité des
effluents (ONA, 2015).

1.4.Les étapes de traitement de la STEP
Dans la STEP de Ferdjioua, le procédé de traitement des eaux usees comprend
plusieurs étapes successives : prétraitement, traitement primaire, traitement secondaire

souvent biologique, et traitement tertiaire (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation schématique de la STEP (Ferdjioua- Ain beida).

1.4.1. Station de relevage

La station de relevage (ou lift station) a pour objectif de compenser la différence de
niveau lorsqu’un réseau gravitaire ne permet plus I'écoulement des eaux usées vers la STEP.
Dans le cas de la STEP de Ferdjioua, les eaux brutes arrivent par gravité dans une conduite
de 1000 mm de diameétre, puis pénétrent dans une cuve (fossé humide) équipée de quatre

pompes submersibles (trois en service, une en secours) (figure 23).

Figure 23 : les pompes de relevage (STEP Ferdjioua).

1.4.2. Le prétraitement

Le prétraitement comprend trois opérations successives : le dégrillage, le dessablage
et le dégraissage/déshuilage (figure 24 et 25).
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Figure 25 : dessableur et déshuileur de la STEP (Ferdjioua).

1.4.3. Traitement secondaire (biologique)

La STEP de Ferdjioua comprend trois bassins biologiques successifs assurant une
élimination progressive des polluants via des conditions environnementales spécifiques
(figure 26) :

e Bassin anaérobie : dédié a la déphosphatation biologique et a la dégradation de la
matiere organique, il permet d’éliminer 70-80 % de la pollution carbonée. C’est un
milieu sans oxygene, favorable aux bactéries vivantes de phosphore accumulatrices
(PAO).

e Bassin anoxique : ciblant la dénitrification, il utilise les nitrates (NOs") produits en aval
pour générer du diazote (N2) en condition d’absence d’oxygene dissous. Un temps de
séjour de 1 a 2 heures permet d’assurer une dénitrification efficace avant la recirculation
vers le bassin d’aération.

e Bassin d’aération (aérobiose) : cceur du procédé biologique (boues activées), ce qui

assure I’oxydation de la matiére organique et la nitrification (NH4* vers NOs").
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Le niveau d'oxygéne dissous y est maintenu entre 2 et 3 mg/L pour soutenir les micro-

organismes aérobies et garantir les réactions biologiques.

Figure 26 : Bassin biologique STEP Ain Beida Ahriche.

1.4.4. Ouvrage de dégazage (air-release)

Situé entre le bassin d’aération et le clarificateur secondaire, un dégazeur évite le
refoulement de bulles associées a 1’air diffusé, assurant ainsi une bonne décantation des

boues et une qualité optimale de I'effluent.

1.4.5. Clarificateur

Le clarificateur (ou décanteur secondaire) se situe en aval du bassin d’aération dans

la STEP (Figure 27) :

Figure 27 : Clarificateur (STEP, Ferdjioua).
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1.4.6. Traitement des boues

1.4.6.1. Station de pompage des boues excédentaires

La station est dimensionnée selon le débit de boues excédentaires (biologiques et
physico-chimiques) et leur concentration en MES, assurant leur transfert vers les unités

suivantes.
1.4.6.2. Epaississement (Thickening)

Cette étape vise a concentrer les solides en séparant I’eau par décantation gravitaire
ou flottation dynamique. Les boues passent d’environ 1 % a 4-10 % de matiéres séches,

optimisant ainsi la phase de déshydratation subsequente.
1.4.6.3. Déshydratation
e Déshydratation mécanique

Cette étape est réalisée par I’utilisation de filtre-presse, centrifugeuse ou presse a vis,

permettant de retirer jusqu’a 80 % de 1’eau restante des boues épaissies (figure 29).

Figure 28 : déshydratation mécanique (STEP, Ferdjioua).

e Lit deséchage

Selon la méthode traditionnelle : la boue est épandue sur des lits de sable/gravier pour
séchage naturel, filtration par gravité et évaporation. Les boues atteignent généralement 30

a 60 % de matiere seéche sur 2 a 6 semaines selon le climat (figure 30).

v
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Figure 29 : Lit de séchage (STEP, Ferdjioua).

2.Méthodologie d’échantillonnage :

L’échantillonnage est une étape critiqgue dans toute étude microbiologique ou
physico-chimique des eaux. Un échantillon mal prélevé, mal conservé ou mal transporté
compromet la validité des résultats d’analyse. Selon Rodier et al. (2009), un bon échantillon
doit étre représentatif, collecté dans un contenant stérile et analysé dans un délai minimal

apres prélevement.
2.1.Points de prélévement :

Trois points de préléevement (Figure 31) ont été sélectionnés dans la station
d’épuration étudiée afin d’évaluer la dynamique des micro-organismes, notamment les

bactéries filamenteuses, au long du processus de traitement :

Point n° 1 : a I’entrée des eaux usées, apres le poste de relevage et avant le dégrillage fin.
Ce point est principalement utilisé pour les analyses physico-chimiques afin d’évaluer la

charge brute en polluants.

Point n° 2 : dans le bassin biologique d’aération (apres 10 a 15 min d’agitation du bassin).
Ce point est crucial pour les analyses microbiologiques, en particulier, 1’observation et le

suivi des bactéries filamenteuses et la formation des flocs.

Point n° 3: a la sortie des eaux traitées, apres le clarificateur secondaire, permettant
d’évaluer I’efficacité globale du traitement, tant sur le plan microbiologique que physico-

chimiques.

-
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a. point n°1 (I’eau brute) b. point n°2 (la boue activée) c. point n°3 (I’eau épurée)
Figure 30 : points de prélevement des échantillons dans la station de Ferdjioua.
2.2. Fréquence et période de prélévement :

Les prélévements des eaux ont été effectués a raison d’un prélévement par mois
pendant neuf mois consécutifs (de septembre 2024 a mai 2025), afin de couvrir une variation

saisonniére minimale et d’obtenir des données comparables dans le temps.

Les échantillons des boues activées ont été préleves quotidiennement du début février

jusqu’a la fin du mois de Mai.
2.3. Matériel de prélévement :

Conformément a Rodier et al. (2009), les analyses bactériologiques nécessitent des
flacons en verre borosilicaté (Pyrex), d’une contenance de 250 ml, stérilisés soit a la chaleur
humide (autoclave a 121°C pendant 15 min), soit a la chaleur séche (étuve a 170°C pendant
1 heure).

3. Analyses physico-chimiques des eaux :
3.1.La température (T°), le potentiel d’hydrogéne (pH) et la conductivité électrique et
I’oxygéne dissous

La température, le pH et la conductivité électrique et 1’oxygéne dissous sont des
parametres physico-chimiques fondamentaux pour évaluer la qualité de 1’eau, notamment

dans les systemes de traitement biologique comme les stations d'épuration.
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Ces paramétres sont mesurés a 1’aide d’un pH-métre multifonction (figure 32), qui

permet une lecture directe des quatre valeurs.

Figure 31 : Mesures de la température, pH et conductivité électrique.

3.2. Dosage des Matieres en Suspension (MES) :
3.2.1. Dosage des MES par méthode de filtration :

Le dosage des MES est réalisé par la méthode de filtration sur filtre en fibres de verre
suivant la Norme EN 872 :1996 (Rejsek, 2002).

Le principe de cette méthode repose sur la mesure de la masse de résidus secs (en
mg/L) aprés évaporation de I’eau a 105 °C. La détermination des MES se fait a 1’aide d’un
systeme de filtration sous vide ou sous pression, qui permet de faire passer I’échantillon a
analyser a travers un filtre en fibres de verre. Apres filtration, le filtre est seché a 105 °C

pour éliminer toute trace d’humidité, puis pesé afin de déterminer la masse des maticres

retenues (les MES).

La concentration en matiéres en suspension (MES) dans I'échantillon est calculée

selon la formule suivante :
[MES] =1000x% (b-a)/V
Avec :
[MES] : la concentration en MES, exprimée en mg/L, avec deux chiffres significatifs.
a : lamasse du filtre avant filtration (en mg).

b : la masse du filtre aprés filtration (en mg).
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V : le volume de 1’échantillon filtré (en ml).

3.2.2. Dosage des MES par Centrifugation :

Ce dosage est réalisé suivant la norme NF T 90-105-2. 1l repose sur la séparation des
particules solides de 1’eau sous ’effet de la force centrifuge. L’échantillon d’eau est placé
dans un tube de centrifugation et soumis a une rotation rapide. Les solides se déposent alors
au fond sous forme d’un culot. Ce culot est ensuite lavé, transféré dans une capsule tarée,
puis séché a 105 °C jusqu’a masse constante. La masse du résidu sec représente la quantité
de MES présente dans 1’échantillon. Cette méthode est utilisée lorsque le temps de filtration
dépasse 30 minutes (Rejsek, 2002).

La concentration en MES est exprimée en mg/L selon la formule suivante :
MES (mg/L) = (M2 — M) x 1000) / V

Ou:

M: : masse de la capsule + résidu sec (en g)

M. : masse de la capsule vide (en g)

V : volume de I’échantillon centrifugé (en ml)

1000 : facteur de conversion pour obtenir la concentration en mg/L

3.3. Détermination de la demande chimique en oxygéne (DCO) :

La détermination de la Demande Chimique en Oxygene (DCO) est réalisée par une

technique chimique selon la norme NFT 90-10. Elle comprend deux étapes essentielles :

1°®Etape : Oxydation chimique

Les matiéres réductrices, principalement les composés organiques, sont oxydées par
un exces de dichromate de potassium (K:Cr07) en milieu acide sulfurique (H2SO.), en

présence de sulfate d'argent (Ag>SO4) comme catalyseur.

L’¢échantillon est chauffé a reflux pendant environ deux heures afin d’assurer une

oxydation complete des matiéres organiques en dioxyde de carbone et eau.
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Du sulfate de mercure (HgSO.) est ajouté pour complexer les chlorures et éviter leur
interférence dans la mesure. La couleur orange du dichromate diminue au profit d’une

coloration verte liée a la formation de Cr** selon I’équation suivante :
C:H,0_z + Cr:0# + H" — CO: + H:0 + Cr*

Certains composés minéraux reduits comme les sulfures, nitrites et ferreux sont également

oxydes.

2°Etape : Dosage du dichromate en exces

Apres refroidissement, I’excés de dichromate est titré par une solution de chlorure de
fer(Il) (Sel de Mohr). L’indicateur ferroine est utilisé pour détecter le point d’équivalence :

passage du vert (forme oxydée) au rouge brique (forme réduite).

La quantité de dichromate consommée correspond a la demande en oxygene

nécessaire a I’oxydation des mati¢res oxydables dans les conditions normales.
Réaction lors de la titration (Equation 2) :
Cr:0# +6 Fe** + 14 H' — 2 Cr** + 6 Fe* + 7 H.0

La DCO (en mg/L) est calculée selon la formule :

DCO (mg/L) = ((V_blanc - V_échantillon) x C x 8000) / E
V_blanc : volume de solution de sel de Mohr utilisé pour I’essai a blanc (ml)
V_échantillon : volume de solution de sel de Mohr utilisé pour 1’échantillon (ml)
C : concentration molaire de la solution de sel de Mohr (mol/L)

E : volume de I’échantillon (ml) 8000 = masse molaire équivalente de I’oxygeéne en mg/mol

3.4. Détermination de la demande biochimique en oxygéne DBO:s :

La methode, suivant lanorme NF EN 1899-1, repose sur la mesure de I'oxygene dissous
consommeé par les micro-organismes pour dégrader la matiére organique contenue dans un
échantillon d’eau. Pour éviter que la nitrification (oxydation de 1’azote ammoniacal)
n'influence les résultats, un inhibiteur spécifique est ajouté : 1’allyl-thiourée (ATU), qui

bloque I’action des bactéries nitrifiantes.

3



Partie IT : Expérimentale

L'incubation se fait a 20 °C dans l'obscurité pendant 5 jours. La différence entre
I’oxygéne dissous initial et final permet de calculer la demande biochimique en oxygéne

(DBO) due a la matiere carbonée uniquement (Rejsek, 2002).

La DBOs (Demande Biochimique en Oxygene sur 5 jours) est un indicateur essentiel de
la pollution organique des eaux. Sa détermination nécessite une méthode rigoureuse incluant

les étapes suivantes :
La DBO:s est calculée avec la formule :

DBOs (mg Oz/L) = [(Co - Cs) - (Bo- Bs) X (Ve / V)] X (V¢/ Vo)
Avec :
Co : concentration initiale en oxygene dissous dans I’échantillon (mg/L).
Cs : concentration finale en oxygene dissous apres 5 jours (mg/L).
Bo : concentration initiale en oxygéne dissous dans le blanc (essai a blanc).
Bs : concentration finale en oxygéne dissous dans le blanc aprés 5 jours.
V. : volume de I’échantillon utilisé¢ (ml).
V¢ : volume total de la solution d’essai (ml).
V. / V. : facteur de dilution.
3.5. Détermination de la pollution azotée (Dosage de I'azote Kjeldahl)

Ce dosage est réalisé par minéralisation au sélénium suivant la norme NF EN 25663
(Rejsek, 2002). L’azote organique est d’abord minéralisé par chauffage a ébullition dans de
I’acide sulfurique concentré, en présence d’une forte concentration de sulfate de potassium,

qui éleve le point d’ébullition du mélange, et de sélénium utilisé comme catalyseur.

L’azote ammoniacal formé en milieu acide sulfurique est sous forme de sulfate
d’ammonium, qui s’ajoute a I’azote ammoniacal déja présent dans I’échantillon d’eau a

analyser.

La concentration en azote Kjeldahl, exprimée en mg d'azote par litre, est donnée par

la formule suivante :
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C(N) = ((Ve - Vt) x C_HCI x 14 x 1000) / E
Avec :
C(N) : Concentration en azote Kjeldahl (mg/L).
Ve : Volume d’HCI utilisé pour le titrage de 1’échantillon (ml).
Vt : Volume d’HCI utilisé pour le blanc (ml).
C _HCI : Concentration de I’acide chlorhydrique (mol/L).
14 : Masse molaire de I’azote (g/mol).
1000 : Facteur de conversion en mg.
E : Volume de I’échantillon analysé (ml).
3.6. Dosage du phosphore :

Ce dosage est réalisé par méthode spectrophotométrique suivant la norme NF EN
1189 (Rejsek, 2002).

Cette méthode permet le dosage des orthophosphates, polyphosphates ainsi que du
phosphore total dans tous les types d’eaux, y compris 1’eau de mer et les effluents urbains
ou industriels. Elle est applicable sans dilution préalable pour des concentrations comprises

entre 0,005 mg/L et 0,8 mg/L de phosphore.
Dosage du phosphore total

De nombreux composés organophosphorés présents dans les échantillons peuvent
étre transformés en orthophosphates par une minéralisation a chaud en présence de
peroxodisulfate de potassium.

Ce traitement permet également I'hydrolyse des polyphosphates, rendant ainsi
possible la quantification du phosphore total (PT) contenu dans 1’échantillon. Toutefois,
lorsque la teneur en matiéres organiques est élevée, I’oxydation par le peroxodisulfate de
potassium devient insuffisante. Dans ce cas, une oxydation plus puissante est nécessaire,
utilisant un mélange d’acide sulfurique (H2SO4 a 4,5 mol.L")et d’acide nitrique. Dans ces
conditions, le dosage des orthophosphates permet de déterminer la concentration en

phosphore total.

3



Partie IT : Expérimentale

Ce dosage nécessite une courbe d’étalonnage en se référant a la méthode de dosage
des polyphosphates, en remplacant 1’acide utilisé par le peroxodisulfate de potassium.
L’absorbance est mesurée a 880 nm en utilisant de 1’eau comme blanc dans la cuve de
spectrophotométrie. Les résultats sont exprimés de la méme maniére que ceux des
orthophosphates (Rejsek, 2002).

4. Analyses physico-chimiques de la boue activee :
4.1.Détermination de la concentration en Matieres en Suspension (MES) :

La mesure de la concentration en matieres en suspension (MES) est réalisée par la
méthode de centrifugation, conformément & la technique normalisee décrite dans la norme

NF T 90-105-2. Cette méthode est spécifiquement utilisée pour I’analyse des eaux usées.

Le volume de I’échantillon a centrifuger dépend des capacités techniques de la
centrifugeuse ainsi que de la concentration estimée en MES. Pour des boues activees
présentant une faible teneur en MES (comprise entre 5 et 10 gL '), un volume de 500 ml est

recommandé.

En revanche, pour les boues plus concentrées, telles que les boues épaissies

(concentration > 10 g-L™'), un volume compris entre 100 et 200 ml est suffisant.

Afin d’assurer la reproductibilité des résultats, I’analyse doit étre effectuée en double.
L’écart entre les deux mesures ne doit pas excéder 5 %, garantissant ainsi la fiabilité et la

précision du dosage (Rejsek, 2002).

4.2 Test de décantation

Le test de décantation a pour objectif d’évaluer la capacité de décantation (ou la

décantabilité) des boues activeées.

Ce test, a la fois simple sur les plans théorique et technique, consiste a mesurer le
volume des boues décantées dans une éprouvette graduée de 1 litre aprés un temps de repos
de 30 minutes (noté Vio). Le volume observé correspond a la fraction floculeuse (biomasse)
présente dans 1I’échantillon, tandis que le reste du volume est occupé par 1’eau interstitielle

(Rejsek, 2002).

S



Partie IT : Expérimentale

4.3. Calcul de I’indice de Mohlman (IM)

L’indice de Mohlman est défini comme le volume (en ml) occupé par un litre de
boues non diluées aprés 30 minutes de décantation, divisé par la concentration en matiéres

en suspension (MES) de ces boues selon la formule suivante :
IM = V30 (en ml/L) / [MES] (en g/L)

Cet indice, exprimé en ml/g, représente la capacité de décantation des boues activées.

Il permet d’évaluer la compacité des flocs biologiques.
Une valeur moyenne de 1I’IM se situe entre 30 et 150 ml/g.
Un IM > 150 & 200 ml/g indique une mauvaise décantation.

Un IM < 80 ml/g traduit une décantation trop rapide, pouvant entrainer des dépbts dans les

ouvrages et les canalisations (Rejsek, 2002).
4.4, Calcul de ’Indice de Boues (IB)

L’indice de boues (IB) est un paramétre essentiel pour évaluer la décantabilité des
boues activées dans les stations d’épuration. Il se calcule en utilisant la dilution la plus faible
pour laguelle le volume décanté a 30 minutes (V30) est inférieur a 300 ml. La valeur de ce
volume est ensuite divisée par la concentration en matiéres en suspension (MES) dans le

bassin d’aération selon la formule suivante :
IB = (V30 de la dilution la plus faible < 300 ml) /MES.Dilution

Cet indice est particulierement utile lorsque les boues sont concentrées, rendant
I’indice de Mohlman (IM) moins pertinent. Le calcul de I’IB permet ainsi une meilleure

appréciation du comportement de décantation des boues (Rejsek, 2002).
Selon la classification du CEMAGREF :

IB < 100 ml/g : Boues bien minéralisées, bonne décantabilité (MVS < 60 %).
IB ~ 100 ml/g : Fonctionnement normal du procéde.

IB > 200 ml/g : Mauvaise décantabilité, risque de perturbation de 1’exploitation.
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5. Identification des bactéries filamenteuses :

Un systeme de classification des bactéries filamenteuses a été développé par
Eikelboom (1980), puis complété par Jenkins (1986), et constitue aujourd’hui une référence
dans le domaine. Cette classification repose principalement sur des critéres morphologiques
tels que la taille, la ramification ou encore la forme, et s’appuie également sur 1’utilisation
de colorations et de tests simples. Elle comprend une vingtaine de types morphologiques,
dont certains sont désignés uniquement par des numéros, en attendant des données

supplémentaires sur leur physiologie.

Dans notre étude, 1I’identification des bactéries filamenteuses est basée sur
I’observation microscopique et 1’utilisation de certaines colorations spécifiques permettant

d’affiner leur caractérisation.
5.1. Observation microscopique sans coloration :
5.1.1. Observation a I’état sec :

Cette technique, dite « a I’état sec », est utilisée pour I’évaluation de divers

parametres morphologiques des bactéries filamenteuses et des flocs, tels que :

v Le nombre moyen et la longueur des filaments,

v' Lasurface moyenne des flocs, ainsi que leur rugosité (Da Motta et al., 2001).

Ainsi, 100 pL de boues activées sont déposes sur une lame propre, puis fixés a la
chaleur douce (en passant rapidement la lame au-dessus d’une flamme). L’observation se

fait au microscope optique avec un grossissement de 100X (objectif 10X).

La fixation douce permet d’immobiliser les microorganismes sans altérer leur

morphologie (Pandolfi, 2006).

5.1.2. Observation a I’état frais :

Cette observation permet également de caractériser la morphologie des flocs et des

bactéries filamenteuses en conservant leur structure vivante.

Pour cela, 100 uL de I’échantillon de boues sont placés sur une lame, recouvert d’une

lamelle et observé directement au microscope a un grossissement de 100X.
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Cette méthode permet d’évaluer la mobilité, la structure et la disposition des

filaments en conditions naturelles (Pandolfi, 2006).
5.2. Mise en évidence des granules de soufre (Test S) :

Le test S est utilisé pour la mise en évidence des granules de soufre dans les boues
activées, notamment pour identifier certaines bactéries sulfurogénes filamenteuses comme
Beggiatoa. Ce test permet une caractérisation morphologique complémentaire des
microorganismes impliqués dans les phénomenes de prolifération filamenteuse dans les

stations d’épuration (site 1).

Une goutte de solution de sulfite de sodium (2 g/L) est ajoutée a une goutte de
I’échantillon a analyser. Le mélange est laissé au repos pendant 10 a 20 minutes, afin de

permettre une éventuelle réaction avec les granules de soufre.

Une goutte du mélange est ensuite prélevée et observée a 1’état frais au microscope
optique. Les granules de soufre se manifestent sous forme sphérique, fortement réfringente,

ce qui permet de les distinguer aisément dans le champ microscopique (Rejsek, 2002).
5.3.  Mise en évidence de la gaine

Ce test vise a visualiser la gaine (sheath) qui entoure certains filaments bactériens

présents dans les boues activées.

L’utilisation du bleu de méthyleéne permet de différencier les cellules des structures

extracellulaires transparentes grace a leur affinité différentielle pour le colorant.

Pour cela, on a déposé une goutte de bleu de méthyléne sur une lame propre, puis on
a ajouté¢ une goutte de 1’échantillon de boues activées. Ce mélange a ét¢ homogénéisé
délicatement avec une pointe de lame ou micropipette puis recouvert d’une lamelle propre.
L’observation a été effectuée immédiatement au microscope optique avec un grossissement

supérieur a 100x.

Les cellules apparaissent bleues, avec des contours nets. Autour des filaments, des
zones claires et transparentes sont visibles : ce sont les gaines (sheaths) entourant les cellules
bactérienne (Rejsek, 2002).
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5.4. Coloration de Gram

La méthode utilisée est basée sur le protocole décrit par Jenkins et al. (1993), avec
adaptation a ’aide d’un kit de coloration GRAM-HUCKER (réactifs RAL France) pour la

mise en évidence des bactéries filamenteuses dans les boues activées (Pandolfi, 2006).

Ainsi, 100 pL d’échantillon de boues activées est fixé sur une lame propre a 1’aide
d’une chaleur douce (sans surchauffe). Apres, la solution N°1 (violet de cristal) est appliquée

sur la lame pendant 1 minute suivi d’un ringage a I’eau distillée.

Par la suite, la solution N°2 (mordant de Lugol) est appliquée pendant 1 minute suivi
d’un ringage a I’eau distillée. Apres une décoloration est faite doucement a 1’éthanol a 95 %
en goutte-a-goutte sur la lame inclinée pendant environ 20 secondes. A la fin, la solution
N°3 (safranine) est appliquée pendant 1 minute suivi d’un ringage a ’eau distillée puis

séchage a I’air libre.

L’observation microscopique est réalisée a un grandissement de 100X a I’aide d’une
huile a immersion. Cette coloration permet de distinguer les bactéries Gram positives
(colorées en violet) des Gram négatives (colorées en rose), facilitant ainsi I’identification

morphologique des filaments bactériens présents (Pandolfi, 2006).

5.5. Coloration au Noir de Soudan

Cette technique permet de détecter la présence de matériaux lipidiques, notamment
le polyhydroxybutyrate (PHB), au sein des bactéries filamenteuses présentes dans les boues
activées. Le Noir de Soudan, un colorant lipophile, colore sélectivement les inclusions
lipidiques, tandis que la safranine O est utilisée comme contre-colorant. Les bactéries
contenant du PHB apparaissent en bleu-noir, tandis que celles qui n’en contiennent pas

prennent une teinte rouge (Pandolfi, 2006).

Pour cela, on a fixé 100 pL de boues activées sur une lame a 1’aide d’une chaleur
douce puis recouvert entierement la lame avec la solution de Noir de Soudan pendant 10

minutes. La lame est ensuivie rincée délicatement a ’eau distillée.

Apres, on a appliqué la safranine O pendant 1 minute puis rincé a nouveau a I’eau

distillée. La lame est laissée sécher a 1’air libre.
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Les préparations sont observées en microscopie optique avec de 1’huile a immersion,
a un grossissement de 100X. Cette coloration met en évidence les bactéries filamenteuses

accumulant des réserves lipidiques, indicatrices d’un métabolisme particulier ou d’un stress
environnemental (Pandolfi, 2006).
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Dans cette section, nous exposons tous les résultats obtenus grace aux analyses
physico-chimiques et microbiologiques effectuées sur les eaux usées de la station d'épuration
de Ferdjioua (wilaya de Mila), tant a I'entrée qu'a la sortie de la STEP. Les tableaux et les

figures suivantes représentent les résultats obtenus.

1. Résultats des analyses physico-chimiques :

1.1. Température :

A la station d'épuration de Ferdjioua, la température des eaux usées non traitées
oscille entre 8,6 °C et 26,1 °C, alors que celle des eaux purifiées varie de 6,5 °C a 25,93 °C
(figure 33). Cette fluctuation est associée aux conditions météorologiques saisonniéres dans
la zone. On note une chute notable pendant les mois d'hiver (janvier - mars), ce qui peut
affecter la performance microbiologique, en particulier I'activité des bactéries filamenteuses.
Ces bactéries, qui provoquent le gonflement, ont souvent tendance a se développer sous des
températures basses (< 15 °C) (Eikelboom, 2000).

Dans le bassin d'aération, la température a aussi une influence significative sur la
vitesse des réactions biologiques. D'aprés Metcalf et Eddy (2003), le systéme biologique

fonctionne généralement de maniére optimale a une température située entre 18 °C et 25 °C.
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Figure 32 : variation de la température des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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1.2. pH

A la station d'épuration de Ferdjioua, le pH des eaux brutes fluctue entre 7,58 et 8,03,
tandis que pour les eaux épurées, il varie entre 7,47 et 8,19 (figure 34). Ces observations
révelent que le pH demeure généralement neutre, voire légérement basique, ce qui est en
accord avec les normes prévues pour les systemes d'épuration biologique (JORA, 2006).

Un pH situé entre 6,5 et 8,5 est habituellement propice au développement sain des
micro-organismes impliqués dans le processus biologique, notamment les bactéries
nitrifiantes et les bactéries filamenteuses (Metcalf et Eddy, 2003).

Toutefois, méme de petites variations peuvent affecter I'équilibre microbien, la
nitrification et l'efficacité du traitement biologique (Tchobanoglous et al., 2003). Par
ailleurs, un pH excessif (> 8,5) ou insuffisant (< 6,5) peut porter préjudice a l'activité des
enzymes bactériennes, ce qui influence la stabilité des flocs et favorise la prolifération de
certaines sortes de bactéries filamenteuses problématiques (Eikelboom, 2000).

L'analyse des données indique une stabilité relative du pH, avec une Iégéere montée
lors de certaines periodes, particulierement dans les eaux purifiées. Ceci peut étre attribué a

une augmentation de l'activité de photosynthése, ou a une réduction de la charge organique

entrante.
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Figure 33 : variation du pH des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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1.3. La conductivité électrique

A la station d'épuration de Ferdjioua, les mesures de la conductivité électrique pour
les eaux brutes oscillent entre 2390 et 2660 uS/cm, tandis que pour les eaux epurées, elles
se situent entre 1913 et 2093 puS/cm, sauf une baisse enregistrée fin mars avec une valeur de
1467 pS/cm indiquant une élimination partielle des ions dissous (figure 35). Ces chiffres
présentent une charge ionique assez importante, caractéristique des eaux résiduaires urbaines
riches en sels dissous (comme les chlorures, les sulfates, les nitrates, etc.) (Rodier et al.,
2009).

La conductivité électrique reflete de maniére générale la minéralisation de I'eau,
autrement dit, la quantité d'ions dissous qu'elle contient. Une conductivité importante (>2500
puS/cm) peut influencer directement I'activité biologique, en particulier les bactéries qui
participent aux processus de nitrification et denitrification. C'est particulierement le cas dans
les bassins biologiques ((Metcalf et Eddy, 2014).

Dans la STEP, la constance de la conductivité électrique dans les eaux purifiées

illustre la regularité du fonctionnement de la station d'épuration.
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Figure 34 : variation de la conductivité des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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1.4. L’oxygene dissous

Au niveau de la station d'épuration de Ferdjioua, une différence marquee en termes
de concentration en oxygene dissous a été notée entre les eaux brutes et les eaux traitées
(figure 36).

Les concentrations relevees dans les eaux non traitées demeurent souvent basses,
parfois quasi nulles, ce qui indique une forte charge organique et un important usage
d'oxygene par la population microbienne. En revanche, les eaux purifiées présentent des
concentrations nettement plus hautes, signalant une fourniture d'oxygéene adéquate dans le
bassin d'aération, garant d'un traitement biologique efficace (Metcalf et Eddy, 2014).

Cette évolution a été corroborée sur le terrain, en particulier pendant les mois les plus
froids tels que janvier et février, ou il y a eu une baisse considérable des niveaux d'oxygene
dissous. On peut attribuer ce phénomene au déclin de I'activité microbienne en raison de la
chute des températures, ainsi qu’une solubilité décroissante de I'oxygene, paradoxalement
associée a une demande biologique persistante. Dans ces circonstances, un manque
d'oxygeénation pourrait favoriser la prolifération des bactéries filamenteuses, souvent liées a
des troubles tels que le bulking (Eikelboom, 2000 ; Metcalfet Eddy, 2003).
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Figure 35 : variation de la teneur en O dissout des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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1.5. La demande biochimique en oxygéne

Les données de 1a DBOs recucillies a la STEP de Ferdjioua indiquent une différence
marquée entre les eaux non traitées et les eaux purifiées (figure 37 et 38). Les valeurs en
entrée oscillent entre 190 mg/L et 480 mg/L, ce qui indique une forte charge organique,
typique des eaux usées domestiques non traitées. Cette concentration signale I'existence
significative de substances biodégradables ingérées par les micro-organismes aérobies lors
du processus de traitement biologique. A la sortie de la station, on constate une baisse
marquée des valeurs de DBOs, passant de 3 mg/L a 18 mg/L, ce qui prouve l'efficacité du
traitement. L'élimination moyenne de la DBOs dépasse fréquemment les 90%, démontrant
une performance efficace du processus biologique, particulierement des bassins d'aération.
(Metcalf et Eddy, 2014).

Toutefois, une teneur Iégerement élevée, dans les eaux traitées, notée le mois de
février (18 mg/L) pourrait indiquer une surcharge temporaire ou une baisse de performance
due aux conditions d'hiver, comme une température basse ou un manque d'oxygeéne dissous.
Cela pourrait favoriser la multiplication des bactéries filamenteuses, reconnues pour leur
robustesse et leur aptitude & nuire a I'efficacité du traitement (Eikelboom, 2000). Selon la
réglementation, la norme algérienne de rejet limite la DBOs a 35 mg/L pour les eaux traitées,
un critere qui a été scrupuleusement respecté dans toutes les données examinées, attestant

ainsi de la conformité du systeme (Ministére Algérien des Ressources en Eau, 2006).
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Figure 36 : variation de la DBOs des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.

?



Partie IT : Expérimentale
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Figure 37 : variation du taux d’abattement de la DBOs des eaux usées de la STEP de

Ferdjioua.
1.6. La demande chimique en oxygene

La Demande Chimique en Oxygene (DCO) indique la quantité d'oxygéne requise
pour oxyder toutes les substances organiques (qu'elles soient biodégradables ou non) dans
I'eau par le biais d'un oxydant chimique puissant. Dans la STEP de Ferdjioua, les données
recueillies montrent une charge organique importante a I'entrée, culminant a 959 mg/L le
14/10/2024 (figure 39 et 40). En revanche, les valeurs a la sortie sont considérablement
réduites, variant entre 7 et 50,3 mg/L, ce qui témoigne de I'efficacité générale du traitement
chimique.

Toutefois, plusieurs valeurs d'entrée sont extrémement élevées (> 900 mg/L), ce qui
pourrait signaler des contributions industrielles des décharges organiques non maitrisées. La
réduction efficace de la DCO peut étre due & une phase biologique performante (bassin
d'aération) et un temps de séjour hydraulique suffisant pour assurer une oxydation appropriée
(Metcalf et Eddy, 2003 ; Rodier et al., 2009).
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Figure 38 : variation de la DCO des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.

120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

Taux de rabattement (%)

20,00

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
g

O
Q
® o©
S @

S D

Figure 39 : variation du taux d’abattement de la DCO des eaux usées de la STEP de

Ferdjioua.

4.1.Les matieres en suspension

Les analyses effectuées sur les matieres en suspension (MES) a la STEP de Ferdjioua
ont démontré une charge importante en particules solides dans les eaux brutes, avec des
concentrations oscillant entre 300 mg/L et 696,4 mg/L (figure 41 et 42).
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Ces chiffres révelent une forte pollution organique et minérale, caractéristique des
eaux résiduaires domestiques non traitées. Suite a I'épuration, les eaux traitées montrent une
réduction significative des MES, avec des teneurs variant entre 3 mg/L et 28 mg /L. Cela
témoigne de I'efficacité élevée du systéeme de décantation secondaire assurant une séparation
adéquate entre la biomasse activée et l'eau traitée. Le taux d'épuration dépasse fréquemment
90%, ce qui répond aux criteres réglementaires, en particulier la norme de rejet de 35 mg/L
précisée dans diverses normes européennes et algériennes (Metcalf et Eddy, 2003 ; JORA,
2006 ; Rodier et al., 2009).

D'un point de vue biologique, une surproduction de MES en sortie peut signaler un
dysfonctionnement, généralement associé a un souci de floculation ou a une prolifération
excessive de bactéries filamenteuses, entrainant ce qu'on appelle le bulking. Ainsi, le taux
d’abattement des MES éleveé indigue une bonne capacité de décantation des boues au cours

de la période d'observation.

L'analyse temporelle indique une variabilité notable des teneurs, éventuellement
affectée par les conditions hydrauliques, la charge organique a I'entrée et la température.
Cette derniére a un impact significatif sur la création et le maintien des flocs microbiens
(Eikelboom, 2000 ; Tchobanoglous et al., 2003).
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Figure 40 : variation des MES des eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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Figure 41 : variation du taux d’abattement des MES des eaux usees de la STEP de

Ferdjioua.

4.2. Azote total et phosphore total

L’analyse des taux d’abattement de 1’azote total (Nt) et du phosphore total (Pt) durant
la période allant de décembre 2024 a mars 2025 révele une efficacité globale satisfaisante
du traitement biologique au sein de la STEP de Ferdjioua (figure 43 et 44). Le rendement
moyen de réduction du NT varie entre 76 % et 84 %, ce qui indique un fonctionnement
acceptable des processus biologiques de nitrification et dénitrification, essentiels dans les
systémes a boues activées (Metcalf et Eddy., 2003).

Concernant le phosphore, le taux de réduction atteint jusqu’a 84 %, suggérant une
élimination efficace par assimilation biologique et éventuellement précipitation chimique,
bien que cette derniére n’ait pas été explicitement mentionnée dans la méthodologie. Ce
niveau de performance est conforme aux normes recommandées pour la réutilisation ou le
rejet des eaux traitées (Tchobanoglous et al., 2003).

Ces résultats traduisent une stabilité du fonctionnement de la station durant cette

période, en dépit des conditions climatiques hivernales parfois contraignantes.

@



Partie IT : Expérimentale

Rendements d’élimination de I'azote total (NT) et du phosphore total (Pt)
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Figure 42 : variation de la teneur en Nt et Pt dans les eaux usées de la STEP de Ferdjioua.
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Figure 43 : variation du taux d’abattement de la teneur en Nt et Pt dans les eaux usées de
la STEP de Ferdjioua.
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2. Résultats des analyses physico-chimiques des boues activées
2.1. Test de décantation
2.1.1.V 30

L'indicateur essentiel pour mesurer la capacité de décantation des boues activée dans
une station d'épuration est le volume de décantation & 30 minutes (V30). A la STEP de
Ferdjioua, on note une grande variabilité des valeurs de V30 allant de 150 a 800 ml/L (figure

45). Cela reflete une fluctuation notable de la qualité de la decantation.

Des valeurs de V30 inférieures a 250 ml/L sont jugées satisfaisantes, indiquant une
sédimentation efficace des flocs. Cependant, des taux dépassant 350-400 ml/L peuvent
indiquer un danger de bulking, généralement lié & une prolifération excessive de bactéries
filamenteuses qui entravent I'agglomération et la décantation appropriée des flocs
(Eikelboom, 2000). Des données indique que certaines phases, en particulier de mars a mai,
présentent des V30 tres élevées (atteignant jusqu'a 800 ml/L), suggérant des instances de

mauvaise décantation.

Il est possible que ces épisodes soient liés a des conditions défavorables telles que :
une charge organique excessive, une oxygenation déficiente ou d'une multiplication

excessive de bactéries filamenteuses.

En somme, un contrdle fréquent du V30 aide a identifier rapidement les déséquilibres
biologiques dans le systeme. L'analyse de ce dernier en combinaison avec d'autres

indicateurs (MES, O: dissous, IB) est cruciale pour maintenir la constance du processus des

boues activés (Metcalf et Eddy., 2003).
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Figure 44 : variation du V 30 de la boue activée de la STEP de Ferdjioua.

2.1.2.V 120

Le critere V120, signifiant le volume de décantation des boues activé apres 120
minutes, est un indice crucial pour évaluer la capacité de sédimentation et la stabilité
biologique des boues. Durant notre période d'étude, les valeurs mesurées ont fluctué entre
110 ml/L et 980 ml/L (figure 46).

En analysant les informations extraites du File 1 et File 2, on remarque des disparités
notables. Généralement, les boues du File 2 affichent des volumes de décantation légérement
supérieur. Ainsi, les valeurs élevées enregistrées en mars et avril (atteignant jusqu’a 980
ml/L pour File 2) peuvent étre interprétées comme le signe d’un déséquilibre biologique,

probablement lié a une prolifération de bactéries filamenteuses.

Ce type d’accumulation peut étre associ¢ a une aération insuffisante ou a un temps
de séjour hydraulique inadéquat, compromettant ainsi 1’efficacité du traitement secondaire
(Eikelboom, 2000 ; Jenkins et al., 2003).

En regle générale, un V120 optimal se trouve dans une fourchette de 400 a 600 ml/L.
Des valeurs inferieures a 200 ml/L pourraient indiquer une activité biologique réduite ou des

flocs peu développes.
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En revanche, les valeurs au-dela de 700 ml/L sont généralement liées a un
phénoméne bulking, généralement provoqué par une multiplication de bactéries

filamenteuses, comme I'ont noté Eikelboom (2000) et Jenkins et al. (2003).
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Figure 45 : variation du VV120de la boue activée de la STEP de Ferdjioua.

2.2. Les matiéres en suspension dans les boues

Des fluctuations significatives des matieres en suspension (MES) dans les boues
activées de la STEP de Ferdjioua ont été enregistrées pendant la période d'étude (septembre
2024 — mai 2025). Dans le File 1, les concentrations vont de 2,928 g/L a 9,63 g/L, alors que
dans le File 2, elles fluctuent entre 3,56 g/L et 6,89 g/L (figure 47).

L'évaluation de la biomasse active, un paramétre essentiel dans la supervision du
processus de boues activés, peut étre effectuée en mesurant les MES présents dans les boues.
Une concentration excessive (> 5 g/L) peut favoriser la prolifération des bactéries
filamenteuses et provoguer un phénomene de gonflement, notamment lorsque I'indice de
boue (IB) franchit les limites critiques.

A Tlinverse, des valeurs trop basses (< 3 g/L) pourraient signaler une perte de
biomasse liée a un lavage excessif du systéme, diminuant ainsi I'efficacité de I'épuration

(Jenkins et al., 2003).
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Figure 46 : variation des MES de la boue activée de la STEP de Ferdjioua.

2.3. Indice de Mohlman

L’analyse des résultats de 1’Indice de Mohlman (IM), qui refleéte la capacité de
décantation des boues activées, montre une variabilité significative entre les différentes dates

d’échantillonnage et les deux lignes de traitement étudiées (File 01 et File 02) (figure 48).

La majorité des valeurs se situent entre 30 et 70 ml/g, traduisant un bon
comportement de sédimentation et un fonctionnement optimal du procédé biologique
(Metcalf et Eddy, 2014). Cependant, des valeurs anormalement élevées supérieures a 100
ml/g (ex. 137.25 ou 133.90 ml/g dans File 01) suggerent une possible prolifération de
bactéries filamenteuses, typique d’un phénomeéne de bulking, souvent lié a une aération

déficiente ou a un déséquilibre de la charge organique (Jenkins et al., 2003).

En revanche, une valeur aussi faible que 19.73 ml/g pourrait indiquer une surnatation

des flocs due a une boue trop dense ou a une faible activité biologique (Eikelboom, 2000).
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Figure 47 : variation de 1’Indice de Mohlman de la boue activée dans la STEP de
Ferdjioua.

2.4. Indice de Boue (IB)

L'indice de boue (IB), est un critere essentiel pour juger la capacité a se déposer des
boues activées dans les systemes biologiques. Dans la STEP de Ferdjioua, les données
recueillies de septembre 2024 jusqu’a mai 2025 montrent des fluctuations remarquables
(figure 49). Dans le File 1, I'IB a varié de 78,9 ml/g a 524,4mL/qg, alors que dans le File 2,
les valeurs vont de 105,7 ml/g a 489,9 ml/g.

Pour des boues bien floculées et facilement décantables, les valeurs normales de I'lB
se situent genéralement entre 100 et 150 ml/g. Lorsque I'IB dépasse 200 ml/g, cela pourrait
signaler une surabondance de bactéries filamenteuses et indiquer un processus de groupage,
affectant ainsi le rendement du clarificateur secondaire (Jenkins et al., 2003).

Dans notre étude, les augmentations notées en mars et avril (atteignant jusqu'a 524,4
ml/g) concordent avec des conditions favorables a la croissance filamenteuse : diminution
de I'oxygene dissous, température contrélée (<15 °C), et variations de la charge organique.

Ces circonstances présentent un environnement propice a la multiplication des

filaments, mettant en péril la sédimentation des boues.
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Il est donc crucial de surveiller régulierement I'IB, car une augmentation continue
peut exiger des modifications opérationnelles, y compris en termes d'aération, de
recirculation des boues ou de charge appliquée. Une surveillance stricte de ce facteur aide a
prévenir les problémes de groupage, courants dans les STEP a charge Iégere ou en saison
froide (Eikelboom, 2000 ; Metcalf et Eddy., 2014).
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Figure 48 : variation de I’indice de boue dans la STEP de Ferdjioua.

2.5. Résultats de I’observation macroscopique des boues
Au cours de la période d'observation (de février a mai 2025), des inspections visuelles
ont mis en évidence une présence excessive et inhabituelle de mousse qui couvre presque

entierement la surface du bassin d'aération.
La couleur :

La boue que nous avons enregistrée, dans le bassin, affichait une teinte brune-grise

uniforme et présentait une bonne capacité de décantation.

Lorsqu'elle a été transférée dans un bécher, une distinction nette entre la phase liquide
et la phase solide était observable. L'absence de senteur désagréable témoigne d'une stabilite

biologique intermédiaire, bien que des traces de surcharge en filaments soient présentes.
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Présence de mousse :

La mousse, arborant une teinte allant du blanc au gris clair, se présentait sous la forme
d'une couche recouvrant uniformément la surface du bassin (figure 50 et 51). La persistance
et I'abondance anormalement élevées pourraient indiquer une prolifération excessive de
bactéries filamenteuses, un mangue d'aération ou la présence de tensioactifs. On associe
fréquemment cette situation a des soucis de flottation des boues ou de foisonnement
filamenteux (bulking) (Jenkins et al., 2003).

Figure 49 : Apparence visuelle de la boue activée dans le bassin d’aération (présence de
mousse) de la STEP de Ferdjioua.

Figure 50 : Aspect de deux échantillons de mousse flottante et de boue activée (STEP

Ferdjioua.

3.1. Analyse microscopique de la boue activée
Dans le cadre de cette étude, des observations microscopiques ont été réalisées entre
février et mai 2025 sur des échantillons prélevés a la fois dans les boues activées du bassin
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biologique et dans la mousse (écume) flottante a la surface de ce dernier. L’observation
microscopique visait a suivre le développement des bactéries filamenteuses face aux
changements saisonniers. Cette période d’étude, caractérisée par des températures plutot

basses, favorisait I'évolution des morphotypes filamenteux qui provoquent le foisonnement.

3.1. Résultats de I’observation microscopique sans coloration

Les boues activées, observées a 1’état frais et a 1’état sec, présentent des flocs de taille
variable, globalement peu compact, avec des contours irréguliers et une surface rugueuse
(figure 52 et 53). Une abondance de structures filamenteuses a été constatée, tant a I’intérieur
des flocs qu’a I’extérieur, ce qui pourrait indiquer un déséquilibre biologique susceptible
d’entrainer des phénomeénes de foisonnement (bulking).

Les échantillons issus de la mousse montraient une concentration particulierement
élevée en filaments disperses et peu intégrés dans la matrice floculaire (figure 54). Leur
disposition suggere une faible décantabilité et une tendance a la flottation, pouvant perturber
le bon fonctionnement du clarificateur secondaire. Ces constatations traduisent un
déséquilibre microbiologique probable, 1i¢ a des conditions d’exploitation défavorables
telles qu’une aération insuffisante, une surcharge organique ou un age de boues inadapté. De
tels phénomeénes ont été décrits dans la littérature comme des indicateurs de
dysfonctionnements dans les systemes a boues activées (Jenkins et al., 2003 ; Pandolfi,
2006).

Figure 51 : observation microscopique a I’état sec des boues activées (Objectif x100).
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Figure 52 : observation microscopique a I’état frais des boues activées (Objectif x40).

r

Figure 53 : observation microscopique a 1’état frais de la mousse (a : objectif x40, b :
objectif x100).

3.2. Mise en évidence des granules de soufre (Test S)

L’observation microscopique a 1’état frais apres traitement des échantillons de boues
activées avec une solution de sulfite de sodium a 2 g/L a permis de visualiser un nombre
relativement réduit de flocs, dispersés dans le champ. Une proportion notable de filaments
était présente autour et entre les flocs. Certains de ces filaments présentaient des granules
internes tres réfringentes (figure 55 et 56), caractéristiques des inclusions de soufre
élémentaire, alors que d'autres ne montraient aucune inclusion visible. Cette hétérogénéité
pourrait refléter une coexistence de différentes populations filamenteuses, dont certaines

sont potentiellement sulfuroxydantes.

La présence de granules de soufre témoigne d’un métabolisme basé sur 1’oxydation
des composés soufrés, souvent observé dans les environnements déficients en oxygéne

dissous.
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Ce phénomene peut indiquer un déséquilibre dans les conditions d’aération ou une

surcharge en composés soufrés dans le bassin biologique (Pandolfi, 2006 et Madoni, 2011).

Figure 54 : observation microscopique de granule de soufre intracellulaire dans les
bactéries filamenteuses dans la boue activée (Objectif x100).

Figure 55 : observation microscopique de granule de soufre dans les bactéries

filamenteuses dans la mousse (Objectif x100).

3.3. Mise en évidence de la gaine

Des échantillons de boues activées et de mousse biologique (flottante) ont été

observés au microscope optique aprés une coloration simple au bleu de méthyléne.
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Cette coloration permet une visualisation globale des structures cellulaires,
notamment les formes filamenteuses. L’échantillon de boues a révélé des filaments dispersés
entre les flocs biologiques (figure 57), tandis que celui de la mousse a montré une
accumulation notable de filaments a la surface, souvent sous forme d’amas (figure 58). Ce
type de distribution morphologique est fréqguemment associé a une prolifération bactérienne
excessive en surface, favorisée par des conditions d’aération déséquilibrées ou la présence
de composés tensioactifs, pouvant entrainer la formation de mousse indésirable (Eikelboom,
2000).

Figure 56 : observation microscopique de la boue activée aprées coloration au bleu
de méthylene (Objectif x100).

Figure 57 : observation microscopique de la mousse apres coloration au bleu de méthyléne
(Objectif x100).
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En fait, cette coloration permet de la mise en évidence d’une gaine externe autour

des cellules filamenteuses et indicateur d’un type spécifique de filaments (Rejsek, 2002).
3.4. Résultats de la coloration de Gram

L’analyse microscopique des échantillons issus de la boue activée et de la mousse
biologique, colorés selon la méthode de Gram a mis en évidence une hétérogénéité
morphologique et tinctoriale marquée. Dans les deux types d’échantillons, des structures
filamenteuses ont été observées, se distinguant par des colorations variées : certaines
apparaissent intensément violettes, traduisant une affinité marquée pour le cristal violet,
tandis que d’autres présentent une teinte rouge pale a rosée, caractéristique d’une réaction
Gram négative (figure 59 et 60). Ces filaments sont répartis de maniére irréguliére, localisés
tantét entre les flocs, tant6t en surface ou en périphérie. Notamment, des formes spiralées,
bien que peu fréquentes, ont été identifiées uniquement dans 1’échantillon de boue, ce qui

suggere la présence de morphotypes atypiques au sein de la boue activée.

L’abondance relative des filaments observés dans la mousse par rapport a la boue
pourrait refléter un déséquilibre opérationnel au niveau du procéde, possiblement dd a une
surcharge organique, une aération insuffisante ou la présence de composés tensioactifs. Ces
observations confirment I’intérét d’une surveillance microscopique systématique pour

I’interprétation fine du fonctionnement biologique des systemes épuratoires.

Figure 58 : observation microscopique de la mousse apres coloration de Gram (Objectif
%100).
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Figure 59 : observation microscopique de la boue activée apres coloration de Gram
(Objectif x100).

3.5. Résultats de la coloration au Noir de Soudan

L’observation microscopique des échantillons colorés au Noir de Soudan et contre-
colorés par la safranine O a révélé une diversité morphologique et fonctionnelle des

filaments bactériens présents dans la boue activée et la mousse biologique (figure 61).

Certains filaments montrent une coloration noire a gris foncé, accompagnée parfois
de granulations internes nettement visibles, indiquant un stockage intracellulaire de
composés lipidiques, principalement le polyhydroxybutyrate (PHB) (Clark, 1981 ; Jenkins
et al., 2003).

Ce phénomeéne est typique des bactéries filamenteuses exposées a un déséquilibre
nutritif, notamment un exces de carbone couplé a un déficit en azote ou phosphore. En
paralléle, d’autres filaments apparaissent en teinte rougeétre a rosée, traduisant une absence
de PHB, et par conséquent, un métabolisme cellulaire distinct, peut-&tre plus actif dans la

dégradation de substrats solubles que dans le stockage.

Cette hétérogénéité dans la coloration et la composition cellulaire des filaments
pourrait témoigner d’un déséquilibre opérationnel dans le systeme épuratoire, favorisant la
prolifération de morphotypes variés aux comportements métaboliques différenciés
(Eikelboom, 2000 ; Salehizadeh et VVan Loosdrecht, 2004).
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Figure 60 : observation microscopique de la boue activée apres coloration au Noir de
Soudan (Objectif x100).

4.Evaluation microscopique du nombre de filaments intra- et extra-floculaires

Le tableau ci-dessous récapitule les résultats de ’appréciation de la densité des
filaments dans et entre les flocs.

Tableau 5 : Résultats de 1’appréciation de la densité des filaments observés dans les boues
activées a la STEP de Ferdjioua et interprétation selon les normes de Jenkins (2003) et
Eikelboom (2000).

Nombre de Nombre des Interprétation de
Date File filaments dans filaments entre densité des
les flocs les flocs filaments
File 1 S5 8 Moderee a eIev_ee :
14/04/2025 risque de bulking
File 2 3 4 Normale & modérée
File 1 3 18 EIeveet;btl)JIIklng
20/04/2025 probable
File 2 5 10 Modérée a élevée
File 1 >10 13 Tres eleve(_e : bylkmg
confirmé
29/04/2025 - _
File 2 >10 14 Tres eleve'e .bylklng
confirmé
05/05/2025 | File 1 2-4 28 Critique :bulking
confirmé
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File 2 5.7 19 Eleveée :bulking en
cours
File 1 >10 15 Elevée
11/05/2025 e Alavdn - :
File 2 >10 20 Tres eleve(? : bylkmg
confirmé
File 1 >10 42 Crltl_que : surcharge
filamenteuse
18/05/2025 _ _
File 2 >10 36 Crlthu,e .\bulkmg
sévere

Selon Jenkins et al. (2003), les valeurs élevées des bactéries filamenteuses observées
entre les flocs (>15 filaments) sont considérées comme indicatrices de conditions favorables

au foisonnement filamenteux (bulking).

L’analyse microscopique quantitative des échantillons de boues activées prélevés
entre avril et mai 2025 dans les deux bassins (File 1 et File 2) de la STEP de Ferdjioua a
révélé une prolifération marquée de bactéries filamenteuses, avec une densité variable selon
les zones. Cette variabilité entre les deux bassins, bien que les eaux d’entrée soient
identiques, suggere des différences opérationnelles internes, telles que I’efficacité de
I’aération, les flux hydrauliques ou la distribution des charges organiques (Jenkins
etal.,2003).

Les résultats montrent une prépondérance notable des filaments entre les flocs,
atteignant jusqu’a 42 filaments observés dans le File 1 durant la seconde moitié de mai. Ce
niveau est considéré comme tres élevé par rapport aux seuils de fonctionnement
recommandés (Jenkins et al., 2003), et représente un risque réel de foisonnement (bulking),
caractérisé par une mauvaise décantation, une flottation des boues et un colmatage potentiel

des clarificateurs.

Selon Eikelboom (2000), la dominance de filaments non intégrés aux flocs, et leur

disposition diffuse, sont souvent la conséquence :

v" D’une concentration en oxygeéne dissous insuffisante (<2 mg/L),
v D’un temps de séjour des boues trop court ou inadapté,
v D’une surcharge organique (DBOs élevée en entrée), ou de la présence de composés

tensioactifs favorisant certains morphotypes filamenteux.
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Par ailleurs, la différence entre les bassins, avec parfois une abondance de filaments
dans le File 1 et une densité plus modérée dans le File 2 (ou inversement), démontre que
méme de légeres variations d’aération ou de recyclage de la biomasse peuvent modifier la
dynamique microbienne. Cette observation corrobore les résultats de Madoni (2011), qui a
souligné I’importance de maintenir une homogénéité dans les conditions d’exploitation pour

éviter les déséquilibres locaux.

En somme, la présence excessive de filaments en dehors des flocs, couplée a une
baisse de la décantabilité et une mousse flottante observée en surface, confirme un
désequilibre microbiologique persistant au sein du systeme, nécessitant des ajustements

correctifs ciblés.

5. Résultat de ’identification des bactéries filamenteuses

L’analyse microscopique réalisée entre février et mai 2025, sur des échantillons de
boues activées et de mousse biologique, a révélé une diversité notable de morphotypes
filamenteux. Ces observations, renforcées par les différentes colorations appliquées (Gram,
Bleu de méthyléne, noir de Soudan, Test au soufre), ont permis de suspecter la présence de
plusieurs genres filamenteux fréqguemment impliqués dans les dysfonctionnements des

systémes a boues activées. Parmi les morphotypes observés :

Type 021N : généralement Gram-négatif, filaments longs, non ramifiés, souvent localisés
entre les flocs. Sa prolifération est associée a un faible oxygeéne dissous et a un rapport C/N

déséquilibré.

Figure 61 : observation microscopique des bactéries de Type 021N et Thiothrix (Objectif
x100).
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Thiothrix : filaments souvent regroupés, contenant des granules de soufre visibles au test S,

indiquant une activité sulfuroxydante. Se développent dans des milieux riches en sulfures
avec une aération variable.

Microthrix parvicella : bactérie Gram-positif, riche en lipides (positif au Soudan noir),

souvent responsable de mousse stable. Sa croissance est favorisee par les basses
températures et une forte teneur en MES.

Figure 62 : observation microscopique de bactéries Microthrix parvicella (Objectif x100).

Nocardia : bactérie a Gram-variable, filaments parfois ramifiés, riches en lipides (coloration

rougedtre ou grise au noir de Soudan). Souvent impliqué dans le moussage (foaming),
notamment en présence de détergents ou de matieres hydrophobes.

Figure 63 : observation microscopique de bactéries Nocardia (Objectif x100).
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Nostocoida limicola 111 : filaments spiralés, observés a plusieurs reprises dans les
échantillons. Ce morphotype est difficile a colorer, parfois Gram-variable et apparait dans
des conditions instables de charge organique (Eikelboom, 2000, Jenkins ; Richard et al.,
2003 ; Madoni, 2011).

Figure 64 : observation microscopique de bactéries Nostocoida limicola 111 (Objectif
x100).

Bien que ces observations suggérent fortement 1’implication des genres précités, il
est important de souligner que 1’identification morphologique seule reste hypothétique en
I’absence de culture bactérienne ou d’analyse moléculaire, qui n’ont pu étre réalisées ici par

mangue de moyens techniques.

Cependant, les conditions physico-chimiques observées a la STEP de Ferdjioua,
telles qu’une température hivernale inférieure a 15 °C, une faible concentration en oxygene
dissous, des valeurs élevees de MES, de DBOS et d’indice de boue (I1B), sont favorables au
développement de ces bactéries filamenteuses. Ces corrélations renforcent la pertinence des
observations microscopiques faites dans cette étude. (Eikelboom,2000, Metcalt et
Eddy,20014).

L’analyse microscopique a montré que le nombre de filaments entre les flocs est
supérieur a celui observé a I’intérieur, et que leur densité est plus importante dans 1’écume
que dans les boues du bassin. Ces constats soutiennent I’hypothése d’une aération déficiente
ou d’une surcharge organique, en cohérence avec les valeurs élevées de V120 et de MES
(Jenkins et al., 2003., Metcalt et Eddy, 2014).
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6. Solutions pour optimiser le fonctionnement de la STEP de Ferdjioua face au

bulking filamenteux

Sur la base des résultats obtenus durant la période de février a mai 2025, les analyses
microscopiques ont révélé une forte concentration de bactéries filamenteuses dans les boues
activées, en particulier dans les échantillons préleves au niveau du bassin biologique et de
I’écume flottante. Ces constatations ont été appuyées par les données physico-chimiques,
indiquant une faible concentration en oxygéne dissous, des valeurs élevées en matiéres en
suspension (MES) ainsi que des indices V120 et V30 supérieurs a la normale. L’ensemble
de ces parameétres traduisent un déséquilibre biologique caractéristique d’un phénoméne de

bulking, susceptible de compromettre 1’efficacité du traitement biologique.

Afin de remédier a cette situation et d’améliorer les performances de la station de

Ferdjioua, les recommandations suivantes sont proposees :

» Renforcement de 1’aération et meilleure répartition de 1I’oxygéne. La faible teneur en
oxygene dissous, notamment durant les mois froids, constitue un facteur favorisant
la prolifération excessive des filaments. Il est donc conseillé d’optimiser le systéme
d’aération, soit en augmentant le débit d’air, soit en ajustant la répartition des
diffuseurs dans le bassin biologique (Eikelboom, 2000 ; Jenkins et al., 2003).

> Maitrise de I’age des boues (Age des boues). Un &ge de boues trop élevé favorise
I’accumulation de micro-organismes filamenteux a croissance lente.

Une régulation du taux de purge quotidien permet de maintenir un équilibre entre
bactéries floculantes et filamenteuses (Madoni, 2011).

» Réduction de la charge organique entrante. Les niveaux élevés de DBOs et DCO
indiguent une surcharge organique ou la présence de substances toxiques. Il est
essentiel d’améliorer le prétraitement (par exemple, le dégraissage et le dessablage)
afin de limiter I’impact de cette charge sur les réacteurs biologiques (Jenkins et al.,
2003 ; Metcalt et Eddy,2014).

» En cas de bulking sévére, un traitement chimique temporaire peut étre envisageé, par
I’ajout de I’hypochlorite de sodium(NaClO) ou du peroxyde d’hydrogene(H:0-), a
doses contrblées. Toutefois, cette méthode reste ponctuelle et doit étre utilisée avec
précaution pour ne pas nuire aux microorganismes bénéfiques (Madoni ,2011,
Jenkins et al., 2003).
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» Optimisation de la clarification secondaire. Un réglage précis du niveau de soutirage
et de la vitesse de raclage dans le clarificateur secondaire permet de limiter les pertes
de boues flottantes ou peu décantables (Eikelboom, 2000, Jenkins ; Richard et al.,
2003 ; Madoni, 2011).
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Conclusion

Conclusion :

L’étude menée au sein de la station d’épuration des eaux usées de Ferdjioua nous a
permis de dresser un état des lieux précis du fonctionnement biologique et physico-chimique
de D’installation, a travers une approche combinant des analyses classiques et des

observations microscopiques détaillées.

Les résultats des analyses physico-chimiques (température, pH, oxygeéne dissous,
DBOs, DCO, MES, azote total et phosphore total) ont révélé des fluctuations saisonnieres
notables, en particulier durant les mois froids, susceptibles d’altérer les performances du
traitement biologique. Des valeurs faibles d’oxygene dissous, une augmentation de la DBOs
a Dentrée, ainsi que des charges organiques élevées ont souvent coincidé avec des

désequilibres observés au niveau de la biomasse.

Les observations microscopiques, réalisées entre février et mai 2025, ont mis en
évidence une prolifération marquée de structures filamenteuses, tant dans les boues activées
que dans la mousse flottante. Plusieurs morphotypes filamenteux ont été détectés a travers
différentes colorations (Gram, bleu de méthylene, noir de Soudan, Test S) suggeérant
I’implication probable de types tels que Nocardia, Type 021N, Thiothrix, Microthrix
parvicella et Nostocoida limicola Il1, sans confirmation définitive en ’absence de cultures

spécifiques.

Ce déséquilibre microbien, matérialise par un bulking important et une accumulation
excessive de mousse, semble fortement 1ié a des conditions d’aération sous-optimales, une
faible décantabilité ainsi qu’a une charge organique instable. Le croisement des données
microbiologiques avec les résultats analytiques a ainsi permis une interprétation approfondie

des dysfonctionnements observes.

En conclusion, cette étude souligne I’importance d’un suivi intégré, associant a la
fois des analyses de routine et un contréle microscopique régulier, pour anticiper et corriger
les problémes liés a la croissance filamenteuse dans les systemes a boues activées. Des
recommandations en matiére de gestion de I’aération, de la charge hydraulique et du temps

de séjour sont nécessaires pour rétablir un équilibre microbiologique stable et durable.
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Annexe

Composition chimique des solutions utilisées dans les différentes méthodes de coloration

1. Lacoloration de Gram
La procédure est celle de Jenkins et al. (1993).
On prépare les solutions suivantes :
Solution N°1:
Violet de cristal 29
Ethanol a 95 % 20 mL
Oxalate d’ammonium 0,8 g
Eau déminéralisée 80 mL
Solution N°2 :
lodure de potassium 2g
lode 19
Eau déminéralisée 300mL
Solution N°3:
Safranine O : (2,5 % dans éthanol a 95 %) 10mL

Eau déminéralisée : 100 mL

2. Lacoloration Noir de Soudan
La procédure est celle décrite par Clark (1981).
Solution N°1 : noir de Soudan a 0,3 % (dans 1’éthanol a 60 %)

Solution N°2 : safranine O 2 0,5 %




