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Introduction générale 

 

 

’homme utilise son environnement comme une ressource inépuisable. Cependant     

eau une de ses ressources, est de plus en plus rare et précieuse. La rareté croissante de 

‘eau douce et le mauvais usage que l’on en fait menacent le développement durable. 

De nombreuses études, menées en Europe et aussi dans quelques pays en voie de 

développement comme l’Algérie, ont confirmé la présence des nitrates dans les eaux 

souterraines à des taux très élevées. Ces concentrations sont dues à l’utilisation excessive 

d’engrais azotés et de déjections animales en agriculture. Les teneurs élevées en nitrates sont 

l’une des causes de la dégradation de la qualité de l’eau. Certaines études effectuées dans des 

régions en Algérie montrent que la concentration en nitrates dépasse les 50 mg/L, norme 

recommandée par l’O.M.S (Organisation Mondiale de la Santé). A titre d’exemple 570 mg/L 

de nitrate ont été enregistrés dans des eaux prélevés d’Oued Mezzouze (W.de Skikda), 

[Chabour.N, 2004]. 

 

La consommation qui dépasse 50 mg/L peut provoquer la méthémoglobinémie du fait de la 

transformation des nitrates en nitrites et en nitrosamines cancérigène. Ces concentrations 

excessives provoquent le phénomène d’eutrophisation croissante des écosystèmes [Mamaidi. 

M.S. et al, 2009]. Ces dernières décennies ont poussé (O.M.S) à considérer les nitrates comme 

un danger potentiel pour la santé publique. 

 

Les différentes techniques d’élimination des nitrates utilisées sont les traitements 

biologiques : dénitrification hétérotrophe ou autotrophe, et traitements physico-chimiques : 

Echanges d’ions, Osmose inverse. Les processus biologiques de traitement des nitrates se sont 

avérés un des moyens les plus économiques et des plus efficaces pour réduire les nitrates 

[Werner, 1991]. 

 

L
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La dénitrification n’est qu’une alternative à la respiration classique de l’oxygène, le nitrate ou 

l’un des intermédiaires est utilisé comme accepteur final d’électrons transférés le long de la 

chaine respiratoire [Tiedje, 1988]. 

L’objectif de ce travail présenté dans ce mémoire est dévoué essentiellement à l’étude de 

l’efficacité de la dénitrification par l’utilisation d’une culture mixte prélevée dans la station 

d’épuration d’El-Menia Constantine, en utilisant le méthanol et le succinate de sodium 

comme source de carbone et d’énergie. 

 

Le travail réalisé est présenté sous forme d’un mémoire composé de trois chapitres : 

 

Le premier chapitre synthèse bibliographique qui fait le point sur le rôle des nitrates dans le 

cycle de l’azote, leurs sources, les origines de la pollution nitrique dans le monde et en 

Algérie ainsi que leurs risques sanitaires. Après avoir abordé le sujet de la pollution par 

l’excès des nitrates dans les eaux, nous allons démontrer les différents procédés de leurs 

traitements, en insistant sur le choix du traitement biologique, et nous allons donner  un 

aperçu général sur les micro-organismes et l’influence de quelques facteurs 

environnementaux sur la croissance. Nous terminerons ce chapitre par les techniques 

classiques de la mesure de croissance bactérienne. 

 

Le deuxième chapitre présente le matériel et les méthodes expérimentales utilisées. 

 

Le troisième chapitre est consacré à l’étude de l’efficacité de la dénitrification en utilisant le 

méthanol et le succinate de sodium comme source de carbone et d’énergie. Les constantes 

cinétiques de la croissance bactérienne et l’influence d’un certains nombre de facteurs 

opératoires (C/N, pH, O2) sur la vitesse de dénitrification seront examinées.  

Nous terminons par une conclusion générale dans laquelle nous rassemblerons les différents  

résultats obtenus.  
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CHAPITRE I 

 

Synthèse Bibliographique 
 

 

 

I.1 Introduction : 

L’azote est un élément chimique très répondu dans la nature. Il constitue 78% de 

l’atmosphère, c’est un élément essentiel de la matière vivante. Il est indispensable à la vie de 

l’homme. Il représente 4 à 16% du poids sec d’un animal, constitue entre 16 et 23% des 

protéines cellulaires et environ 12% des acides nucléiques [Cole, 1993]. L’ensemble des 

réactions biologiques de croissance et de maintenance requiert la présence de l’élément azote 

[Patureau, 1995].  

En milieu aquatique, les composés de l’azote existent sous forme inorganique (azote 

ammoniacal, nitrites et nitrates), organique (labile et stable) et moléculaire gazeux dissous 

(95% du total). 

On distingue : 

-l’azote ammoniacale (NH4
+, NH3) qui est la forme la plus réduite ; 

-l’azote organique (acides aminés, protéines) qui rentre dans l’ensemble des matières 

organiques ; 

-l’azote nitreux (NO2
-) et l’azote nitrique (NO3

-) qui est la forme la plus stable en milieu 

aérobie ; elle atteint 65% du stock totale d’azote organique et inorganique dissous de l’océan 

mondial [Lacaze J.C, 1996]. 

Au plan appliqué à la pollution azotée : 

� L’azote Kjedahl (NTK). Il regroupe l’azote présent sous forme organique et celui sous 

forme ammoniacal ; 

� L’azote global (NGL). Le terme couvre l’ensemble des formes azotées présent dans 

une eau, c'est-à-dire azote organique, azote ammoniacal, nitrite, nitrate. Il correspond 

donc à l’addition, au terme NTK, des formes oxydées de l’azote. 

On appelle cycle de l’azote les diverses transformations que subit l’azote dans la biosphère. 

Toutes les étapes du cycle de l’azote sont effectuées par les populations microbiennes 

spécifiques tels que les Cyanobactéries, les Rhizobium, les Azotobacter, les Azospirillum. Ces 

bactéries et /ou algues, dites Diazotrophiques, transforment l’azote gazeux en molécules 
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simples comme l’azote ammoniacal et l’azote nitrique, alors utilisées par les plantes ou toute 

autre forme de vie. En plus de l’importance de l’azote en tant que constituant de la biomasse, 

les réactions de transformation de l’azote sont également capitales par leur couplage à la 

production d’énergie cellulaire [Kermarrec, 1999].  

Dans l’eau, l’azote se trouve en solution sous forme combinée: nitrates (NO3
-), nitrites (NO2

-), 

azote ammoniacal (NH3, NH4
+), azote organique. 

 

I.2. Cycle de l’azote : 

Le cycle de l’azote est le résultat du métabolisme microbien sur les composés azotés.  

Les transformations mises en jeu sont des réactions d’oxydoréduction modifiant le niveau de 

valence  de l’atome azote. Le cycle de l’azote (figure 1) est réalisé par les six processus 

Suivants : 

 

 

 

Figure 1 : Le cycle de l’azote [Bothe et al, 2007] 
 

I.2.1.La fixation : 

Elle correspond à l’aptitude que possèdent certains organismes à utiliser l’azote 

moléculaire pour la synthèse de leurs protéines.   
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L’azote est alors réduit à l’état d’ammoniac avant d’être assimilé [Martin, 1979]. 

 

N2                     NH3                          Cellules 

 

I.2.2.L’assimilation : 

L’assimilation est la conversion de  la forme assimilable de l’azote c'est-à-dire de 

l’azote ammoniacal (NH3) en azote organique et constitutif de la biomasse. 

 

CH2

NH2

COOH
Matières azotées
(minérales ou organique )

NH3
R

protéines cellulaires

acides aminés 
base de la matière vivante  

 

I.2.3.L’ammonification (ou  minéralisation): 

Cette étape est le procédé à partir duquel, les composés azotés organiques sont 

transformés par des réactions enzymatiques en composés minéraux azotées  (NH3) ou (NH4
+). 

Ces composés organiques azotés proviennent soit : 

-  De  l’excrétion de composés azotés par les organismes vivants. 

- De la mort et de la décomposition des cellules vivantes. 

 

I.2.4.La nitrification : 

La nitrification est le transfert de l’ammonium en nitrate. On distingue deux types de   

Nitrifications : 

1. Nitrifications  lithotrophes  qui utilise une source de carbone inorganique. 

2. Nitrifications  hétérotrophes qui concernent différents groupes de bactéries. Elles 

s’effectuent en deux étapes :    

• La nitritation : oxydation de l’azote ammoniacal en nitrite. 

• La nitratation : oxydation du nitrite en nitrate. 

NH4
+  + 3/2 O2

Nitrosamonas NO2
-
  +  H2O  +  2H+

NO2
-   +  1/2 O2

Nitrobacter
NO3

-
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Ces deux réactions (nitritation, nitratation) sont réalisées uniquement en présence d’oxygène. 

 

I.2.5.La réduction assimilatrice : 

(Ou dissimilatrice) qui est la réduction des composés oxydés (azote nitreux NO2
-, 

azote nitrique NO3
-)  en azote ammoniacal (NH4

+) 

 

I.2.6.La dénitrification : 

La dénitrification est la réduction des nitrates (NO3
-) en azotes moléculaires gazeux 

(N2) par l’intermédiaire de bactéries dénitrifiantes 

NO3
-  +  2 H3O+  + 2e- NO2

-  +  3 H2O

NO2
-   +  4 H3O+   +   3e- 1/2 N2 +  6 H2O

 
 

 
                               
II. NITRATES : 

Les nitrates (NO3
-) sont des sels de l’acide nitrique. Ce sont des composés azotés 

naturels incolores et inodores présent dans les écosystèmes. 

Il est le produit de l’oxydation de l’azote par les microorganismes dans les plantes, le sol ou 

l’eau et, dans une moindre mesure, par les décharges électriques comme la foudre [Beatson, 

1978]   

Les nitrates sont très solubles dans l’eau, ne sont pas retenus par le sol et migrent facilement 

vers les eaux superficielles et souterraines lorsque les niveaux excédent les besoins de la 

végétation [Santé canade 1992]. 

Ils entrent dans la composition des engrais chimiques et naturels (fumiers)  ils sont aussi 

utilisés dans les explosifs, comme agents oxydants dans l’industrie chimique et comme agents 

de conservations.     

 

II.1.Source : 

II.1.1.Dans  l’organisme : 

II.1.1.1.Source endogène : 

L’homme  contient naturellement des nitrates dans son organisme. Les concentrations 

plasmiques  des nitrates sont variables  pendant la journée et lors de l’existence.  
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Dès 1916 Mitchell a observé que la quantité de nitrate dans les urines était plus importante 

que celle ingérée [Lespine  .A, 2001], mettant ainsi en évidence la production endogène des 

nitrates. En 1981, la production de monoxyde d’azote (NO) est détectée dans l’organisme, sa 

durée de demi‐vie est courte 3 à 5 secondes, il se trouve donc rapidement transformé en 

nitrate. 

C’est à partir de 1985 avec les travaux de [Stuehr et Marletta] que de nombreuses études 

permirent d’expliquer la formation de monoxyde d’azote. Il s’agit d’une réaction biochimique 

intracellulaire qui consiste en la dégradation d’une molécule d’un acide aminé la L‐arginine 

en L‐citrulline entraînant la libération de monoxyde d’azote qui va réagir avec l’oxygène et 

former des molécules N2O3 et N2O4 donnant par hydrolyse les nitrates NO3
-. 

 

II.1.1.2.Source exogène : 

Les nitrates exogènes viennent de la nourriture et de l’eau, ainsi que  les légumes. Il a 

été estimé dans plusieurs études que les légumes apportent 70 à 80 % du nitrate ingéré 

[Boquillet C. et al, 2007]. Le reste correspond pour environ 10 % à l’eau et 10 % aux autres 

aliments. Tous les aliments n’apportent pas la même quantité des nitrates selon les saisons et 

les teneurs  en nitrate utilisés comme engrais. 

 

II.1.2.Dans l’environnement : 

Les nitrates sont présents dans le sol à l’état naturel à cause des résidus de la vie, 

animale et humaine. Comme les nitrates sont indispensables au  développement des plantes, 

c’est pourquoi l’homme  en apporte à ses cultures afin de favoriser leurs productions. 

On constate qu’une proportion non négligeable soit 55% provient des rejets de nitrates liés 

aux activités agricoles. Les plus fortes teneurs s’observent soit dans les zones de cultures 

céréalières et maraîchères, Soit dans les zones d’élevage intensif où la production d’engrais de 

ferme épandue dépasse souvent les capacités d’épuration des sols et des cultures. Les nitrates 

en excès finissent par rejoindre les cours d’eau et les nappes souterraines. Par ailleurs, 35% 

concernent les activités domestiques avec pour principal acteur les déjections humaines et les 

fosses septiques. Enfin, 10% sont attribués aux activités industrielles avec notamment [Ruiz L  

et al, 2003] : l'industrie alimentaire qui durant plusieurs années a utilisé les nitrites comme 

agents antimicrobiens, particulièrement pour prévenir le botulisme, dans les produits de 

salaison comme par exemple dans les viandes et les saucisses. 

L’industrie lourde détient aussi sa part de responsabilité avec les émissions de moteurs à 

combustion interne; le nitrite de sodium utilisé comme agent anti-corrosif  dans les liquides de 



                                                                                                            Synthèse Bibliographique 

 

8 
 

refroidissement; le nitrate d’ammonium dans les blocs à geler et l’azote gazeux dans le 

soudage à l’arc. Dans l'industrie pharmaceutique, les nitrates et les nitrites sont essentiels à la 

synthèse de certains médicaments notamment la nitroglycérine, les antipaludiques, le nitrate 

d’argent topique utilisé pour le traitement des brûlures, les diurétiques les anti diarrhéiques, 

les antidotes pour les intoxications au cyanure et au sulfure d’hydrogène et les vasodilatateurs 

utilisés pour le traitement de la coronaropathie. 

 

II.2. Origine de la pollution des eaux par les nitrates : 

Les nitrates sont la cause majeure de pollution d’eaux souterraines qui par ailleurs 

présentent une qualité chimique et bactériologique satisfaisante.  

Les nitrates existent dans les eaux à l’état naturel en absence de pollution, leurs concentrations 

varie de  0,1 à 1 mg/L d'eau, elle dépasse souvent aujourd'hui 50 mg/L (norme retenue par 

l'Organisation Mondiale de la Santé pour les eaux potables) [Wehbe.N, 2008]. 

La progression  de cette contamination est couramment de 0,5 à 1 mg/L/an et peut atteindre   

2 mg/L/an, cela veut dire que la pollution actuelle des nappes souterraines provient d'une 

vingtaine d'années  d'épandage d'engrais, une situation voisine se rencontre dans les eaux 

superficielles [Ratel, 2002]. 

Les nitrates jouent un rôle important comme engrais, car ils constituent le principal aliment 

azoté des plantes, dont ils favorisent la croissance. C’est pourquoi l’agriculture utilise des 

engrais azotés, sous formes d’ions nitrate, ou d’autres ions transformés en nitrates par les 

bactéries du sol. Leur grande solubilité et leur assimilation rapide les font apprécier en période 

de sécheresse, lorsque les engrais ammoniacaux ne peuvent agir convenablement (figure 2) 

[Chantal G, 2001]. 

De nombreuses recherches et bilans des activités agricoles ont été réalisées ces dernières 

années afin de comprendre les mécanismes ayant entraines cette augmentation continuelle 

dans les eaux.  

L’utilisation d’engrais minéraux n’est pas l’unique source de nitrates. Mais c’est l’ensemble 

du système de culture et la dynamique du cycle de l’azote qui déterminent le risque 

d’entrainement des nitrates dans les nappes. 
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Figure 2 : Mécanisme de la pollution de l’eau par les nitrates. 
 
 

A ces engrais azotés il convient d’ajouter les nitrates d’origines animales. Un porc de moins 

de six mois et qui pèse 100 Kg évacue une quantité de lisier (mélange d’urine et de matières  

fécales) correspondant à 1 m3/an [Stimm.w, 1996]. 

 

La troisième source de pollution de l’eau par les nitrates est industrielle et domestique.  

L’azote des eaux d’égouts est rejeté dans le milieu naturel et s’y oxyde en nitrates. Les rejets 

industriels et urbains ne sont qu’en partie épurés, avant d’être évacués dans le réseau 

hydrologique de surface.  

 

L’augmentation des teneurs des composés azotés traduisent une pollution de la ressource liée 

aux activités humaines (tableau 1) et en particulier aux activités de surfaces (tableau 2) 

[Duboz, 1992]. 
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Tableau 1 : Principales origines des NO3
-, NO2

-, NH4
+dans l'environnement [Ratel, 1992]. 

 
Eaux 

 
 

 
Composés azotés 

concernés 

 
Type de 

pollution 

 

Source de pollution 

 

 
Eaux superficielles 

 
des rivières, canaux 

 
lacs, étangs 

 

Ammonium 
Ammoniaque 

Azote organique 
 

 

 
Ponctuelle 

 
 
 

Rejets industriels 
et domestiques 

Rejets d’effluant 
d’élevage 

Nitrates 
Nitrites 

 
 

Ponctuelle 
et 

diffuse 

Alimentation des 
eaux superficielles 

par des nappes 
polluées 

 
 
 
 

Eaux souterraines 

  ‹‹Fuites›› des 

zones industrielles 
  

Diffuse 
 

et habitées 

Activités agricoles 

intensives 
 

NO3 
-
   presque 

uniquement 

 

 
Macroponctuelle  

ou 
macrodiffuse 

Même source que 
ci‐dessus 

Rejets industriels, 
Domestiques, de 
l’agriculture ou 

des élevages 
 

� D’origine diffuse : entrainement des nitrates provenant des engrais minéraux 

organiques non utilisé par les plantes. 

� D’origine ponctuelle : rejets d’eaux usées domestiques, agricoles ou industrielles. 

 

Tableau 2 : Teneurs en nitrates et activités ou occupation du sol [Ratel, 1992]. 

Teneurs 
 

Activités et occupation des sols 
 

 
Très élevées et croissantes 

 

Occupation urbaine et industrielle dense 
et/ou agriculture intensive. 

 
Moyennes 

 

Agriculture traditionnelle moyennement 
intensive, habitat rural dispersé 

 
Faibles 

 
 

Forêt et zone d’élevage intensif avec des 
prairies permanentes peu fertilisées 
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II.3. Exemples des régions polluées par les nitrates : 

 

II.3.1. Dans le monde : 

Depuis le début des années soixante la pollution des eaux a cru au monde une 

importance très considérable. Actuellement en France on note un accroissement des teneurs 

en nitrates pour la plupart des eaux de surface ; 90% des valeurs observées sont au dessus des 

« bornes » qui seront utilisées par l’agence européenne de l’environnement (IFEN, 1994). Les 

teneurs sont particulièrement élevées au nord d’une ligne Girond-Alsace une zone 

d’agriculture intensive et de forte densité de population [OCDE, 1982. Meybeck et al 1989. 

Barroin, 1991].           

En Bretagne 30,6 mg/L est la moyenne régionale du réseau de surveillance [Novince E, 2009] 

 

II.3.2. En Algérie : 

En Algérie l’utilisation est plus large et intense des terres agricoles, ce qui nécessite 

une utilisation accrue d’engrais entrainant une pollution progressive et continue des réserves 

d’eau par les nitrates. 

Une étude réalisée à Skikda a montrée que la concentration des nitrates a atteint 49,7 mg/L 

dans certains sites [Bordjiba O, 2009]. Une autre étude réalisée sur le barrage Ghrib Ain Defla 

(Nord Ouest de l'Algérie) au cours de la période entre avril et octobre 2007 a montré que la 

concentration des nitrates en juillet est le double de celle trouvée en avril, ceci correspond à la 

période d'introduction des engrais dans les terres agricoles au voisinage de ce barrage 

[Hamaidi M.S, 2009]. Deux situations très alarmantes observées l’une à la plaine de la Mitidja 

ou  la concentration est passée de 130 mg/L en 2002 à 260 mg/L en 2004 [Salem Z, 2007]. Et 

la deuxième observée en 2004 à Oued Mezzouz Collo W de Skikda comme le montre la 

figure 3 [Chabour N, 2004] où la concentration atteint 570 mg/L. dépassant largement la 

norme O.M.S (50 mg/L). Des valeurs de 80 à 120 mg/L ont été obtenues dans de nombreux 

puits captant la nappe de Chéria [Baali F. et al, 2007]. Le tableau 3 montre l’intensité de la 

gravité de la pollution par les nitrates des ressources aquatiques Algériennes. 
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Tableau 3 : La concentration des nitrates dans différents sites en Algérie. 

Villes N‐‐‐‐NO3 
-
 en mg/L Année 

La Mitidja 260 2004 

Collo (Oued Mezzouz) 570 2004 

Sidi Bel Abbes 175 2004 

Batna (Ain Jasser) 125 2006 

Chéria 80-120 2007 

Skikda 47.9 2008 

Tlemcen 242 2008 

Chleff 100 2008 

 

 

 

 

Figure 3 : Distribution spatiale des nitrates [Chabour N, 2004] 
 
 

II.4. Les effets des nitrates : 

La présence d’ion nitrate dans les eaux engendre deux principaux impacts [Casellas, 

2002] : 

� Sanitaire en étant cause potentielle de méthémoglobine et source de nitrosamines.   

� Ecologique en contribuant aux phénomènes d’eutrophisation.  



                                                                                                            Synthèse Bibliographique 

 

13 
 

II.4.1. Effets sur la santé : 

Les nitrates ne sont pas toxiques à dose physiologique tant qu’ils sont sous cette 

forme, ils ont une toxicité indirecte. Le danger vient des nitrites et autres composés formés à 

partir des nitrates qui eux ont une toxicité directe. 

 

II.4.1.1.  La méthémoglobinémie : 

C’est l’effet le plus anciennement connu, et sûrement le seul scientifiquement prouvé, 

des nitrates. 

L'hémoglobine assure le transport de l'oxygène dans l'organisme grâce à la présence de fer 

dans la molécule (à l'état bivalent : fer ferreux). Dans ce cas l'hémoglobine au contact de 

l'oxygène donne naissance à l'oxyhémoglobine qui assure la livraison d'oxygène aux divers 

tissus de l'organisme.  

Si le fer est oxydé à l'état trivalent en présence des nitrites, l'oxyhémoglobine libère son 

oxygène et se transforme  en méthémoglobine (MetHb) incapable de fixer l'oxygène. Il s’agit 

d'une oxydation de l'hémoglobine. 

 

4 HbO2  + 4 NO2
-  + 4 H+ 4 Hb+ + 4 NO3

- + O2 +2H2O
 

 

Stœchiométrie de la réaction entre l'ion nitrite et l'oxyhémoglobine [L'hirondelle, 1996]. 

Chez un individu normal, environ 0,8 % de l’hémoglobine se trouve sous forme de 

méthémoglobine. La méthémoglobinémie correspond à l’accumulation anormale de 

méthémoglobine, lorsqu’elle est trop importante, le transport de l’oxygène ne se fait plus 

correctement avec des conséquences plus ou moins graves. Les symptômes de cette maladie 

apparaissent lorsque le taux de méthémoglobine atteint 10 %  avec les premiers signes de 

cyanose  (coloration bleue de la peau). Lorsque la méthémoglobine dépasse 20 %, des signes 

plus sérieux se font jour, comme des maux de tête, vertiges, tachycardie, asthénie…Des 

troubles de conscience et des signes neurologiques suivent au-delà de 60 % et, à partir de 

70%, l’intoxication peut-être mortelle. 

Les personnes les plus menacées sont les nourrissons de moins de six mois car leurs 

Hémoglobine se transforment assez facilement en méthémoglobine du fait que les nourrissons 

de moins de six mois boivent plus d'eau proportionnellement  à leurs poids, et que leur 

estomac est faiblement acide et contient une flore bactérienne capable de transformer les 

nitrates en nitrites. 
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Il existe une enzyme qui régénère l'hémoglobine empêchant l'accumulation de 

méthémoglobine inactive, elle est appelée méthémoglobine‐ réductase ou NADH – 

cytochrome b5 réductase. Chez le nourrisson, cette enzyme est inactive ce qui renforce sa 

sensibilité. 

Hémoglobine ( Fe2+ )
NaNO2 Méthémoglobine (Fe3+)

Méthémoglobine
NADH - Méthémoglobine réductase

Hémoglobine

NADH NAD+

 

Figure 4 : Réduction de la méthémoglobine par transfert d'un électron du NADH. 

 

II.4.1.2.  Autres effets : 

Les nitrosamines peuvent se former in vivo par réaction de nitrites à  p H  inferieure à 

3 (et donc de leurs précurseurs, les nitrates) sur les aminés secondaires ou tertiaires présentes 

dans les denrées alimentaires et dans divers médicaments.  

On possède peu de renseignements  sur le métabolisme des nitrosamines chez l’homme, le 

risque  de cancer n’a pas été démontré, malgré la mobilisation d’efforts  de recherche [marie, 

2002]. Il a été établi chez toute une gamme d’espèces animales que les composés nitrosés sont 

cancérigènes.  

 

NITRATE NO3
-

Bactéries

NITRITE NO2
- +

R1

R2

NH
H+

(Estomac )

R1

R2

N -NO

AMINES 
SECONDAIRES

NITROSAMINES
 

 

Figure 5 : Formation de nitrosamines à partir des nitrites et des amines dans le milieu acide 

de l’estomac [L’hirondelle, 1996]. 
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II.4.2.  Effets sur l’environnement : 

L’augmentation des teneurs en nitrates dans les eaux a également un impact sur 

l’environnement, en présence des phosphates modifie l'équilibre biologique des milieux 

aquatiques [Jacques C, 2002]. 

 

II.4.2.1. Eutrophisation : 

Les eaux de surface, riches en nitrates sont la principale cause de l'eutrophisation qui 

est une croissance excessive des micro algues (phytoplanctons) et des macro algues dans les 

rivières, les lacs et les zones littorales.   

L’eutrophisation d’un milieu aquatique se caractérise par une prolifération de plantes et 

d’algues, qui réduisent la teneur en oxygène  (l’anoxie), c'est à dire l'absence de l'oxygène 

dans l'eau et donc la mort de tous les poissons et invertébrés qui conduira par la suite à la mort 

de l'écosystème aquatique en quelques décennies voire même en quelques années. On parle 

alors d’hyper eutrophisation ou encore de dystrophisation. 

Le problème d'eutrophisation s'est accentué en Algérie ces dernières années. 

L’Eutrophisation a causé c’est dernières  années une situation alarmante, Par le biais des 

oueds le barrage Ghrib à Ain Defla reçoit d’une part les rejets de plusieurs agglomérations et 

d’autre part les engrais agricoles qui ont provoqué au cours de ces dernières années une 

eutrophisation croissante de cet écosystème [Mamaidi M.S. et al, 2009].ainsi  dans le lac 

Tonga (El kala, Est Algérien). (Figure 6) où une grande partie de la surface du lac est couverte 

par les algues et il est devenu inutilisable pour la recréation, de même que la zone humide 

d’El Kennar Nouchfi, le site de Ghedir Béni Hamza (W de Jijle) (Figure 7) Le marais est 

aussi caractérisé par une exceptionnelle prolifération de nénuphars blancs. 

        

Figure 6 : L’eutrophisation dans le lac Tonga   Figure 7 : L’eutrophisation dans le lac 
                (W d’El Kala) aout 2010                                     Ghdir Beni Hamza 

                                                                                            (W de JIJEL) Avril 2010. 
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II.4.2. 2. Les marées vertes : 

C’est un phénomène particulier d’eutrophisation marine côtière  dut à l’enrichissement  

des eaux en nutriments. Il s’agit de la prolifération massive de certaines espèces d’algues 

vertes, du genre Ulve. Les ulves se développent dans l’eau de mer suite aux quantités 

suffisantes de sels nutritifs azotés et phosphorés. 

La prolifération s’accélère en printemps (mai -juin) pour aboutir en général à une biomasse 

maximale en début d’été, capable de recouvrir l’estron. Le phénomène est apparu en Bretagne 

au début des années 70 [Boquillet et al, 2007], où le lessivage important des terres agricoles 

conduisait à l’enrichissement des eaux en nitrates sur le littoral.   

Le genre Ulva présente une très grande plasticité physiologique. La minceur du thalle et 

l'importance du rapport  surface/volume permet d’augmenter les échanges  avec le milieu 

ambiant [Menesguen, 2001]. ce genre est capable de s'adapter à des éclairements faibles ou 

élevés [Henley et al, 1991], pour limiter les apports des nitrates dans les eaux, il parait 

intéressant de faire une rapide synthèse des connaissances actuelles en ce qui concerne les 

principaux procédés d’élimination des nitrates dans les eaux, en détaillant plus 

particulièrement  les procédés de type biologiques.      

 

 

Figure 8 : Individus de grande dimension D’Ulva armoricana, en suspension  Dans l’eau 
(Baie de Douarnenez, photo X.Caisey, IFREMER). 

 

 

III. Les procédés d’élimination des nitrates : 

Actuellement les procédés d’élimination des nitrates peuvent être classés en deux 

catégories : 

� Les procédés physico‐chimiques : échange d'ions, procédés membranaires, procédés 

électrochimiques. 

� Les procédés biologiques : dénitrification hétérotrophe ou autotrophe. 
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III. 1. Les procédés physicochimiques : 

On utilise le terme dénitratation par opposition de la dénitrification qui correspond à une 

transformation biologique, trois types de traitements physico-chimiques peuvent être mis en 

œuvre. 

� Échange d’ions sur résines.  

� Deux procédés membranaires osmose inverse et électrodialyse.  

Le principe de ces procédés est de ne pas décomposer les nitrates, mais seulement de les 

extraire de l’eau à potabilité pour les restituer dans le milieu naturel sous forme plus 

concentrée [Sibony, 1983]. 

 
III. 1. 1. Echange d'ions : 

Le traitement des eaux par échange d’ions est un procédé ancien et largement répondu 

aux Etats-Unis, la première réalisation industrielle de dénitratation de l’eau potable par cette 

voie a été mise en route en 1974. En Grande-Bretagne, deux stations réalisées par l’Angian 

Water Authority ont démarré en 1976 et 1978. En France, il fallu attendre l’agrément des 

résines anioniques à cet effet(1985) [Marie, 2002]. 

Le principe de cette technique repose sur l'échange ionique entre les ions indésirables présents 

dans l'eau avec les ions chlorures contenus dans une résine en quantité équivalente selon la 

réaction suivante : 

       

4 R-Cl + (NO3 
- , 2 SO24

- , HCO3
- ) R-NO3 + 2RSO4 +RHCO3 + 4Cl-

 

 

On distingue deux types de résines, des résines cationiques échangeurs d'ions électropositifs 

et des résines anioniques échangeurs d'ions électronégatifs. Dans le cas de l'élimination des 

nitrates on utilise les résines anioniques.  

Les anions nitrates ne sont pas les seuls retenus, il existe même une sélectivité différente 

suivant l’espèce anionique.  Du plus retenu au moins retenu dont l'ordre est le suivant :    

              SO4
-  >  NO3

-  >  Cl-  >  HCO3
-  >  OH-

 

Cette technique est très utilisée mais le seul inconvénient est le cout élevé surtout pour la 

régénération des résines [Simon, 1985].  Les résines possèdent une capacité d'échange limitée 

et doit être régulièrement régénérées par une solution fortement concentrée d'ions choisis. 

Ainsi selon l'ordre d'affinité ci dessus, une eau chargée par les sulfates pourra être gênante 

dans l'élimination des nitrates, donc les nitrates sont déplacés mais pas éliminés, Ils se 
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retrouveront d’une manière ou d’une autre sous forme de déchets, rejetés en station 

d'épuration des eaux usées, ou délivré à une industrie de fabrication d’engrais azotés. 

 

III.1.2. Les procédés membranaires : 

III.1.2.1. Osmose inverse : 

L’osmose inverse c’est un procédé de diffusion entre deux solutions de concentration 

différente, en utilisant un film semi‐perméable de faible épaisseur [Maurel A. 2006].  

Sous l’action d’une certaine pression, la membrane laisse passer l’eau et s’oppose au passage 

des solutés (figure 9). Lors de l’osmose inverse, on inverse le processus en appliquant une 

pression supérieure à la pression osmotique. 

Cette technique est bien développée pour le dessalement de l'eau de mer et reste limitée pour 

la dénitratation [Balducchi, 1994]. Le rendement dépend de la pression appliquée, de la 

concentration du soluté, et du flux demandé en eau traitée. Il peut varier de 85 à 95% 

(pression 30 à 60 bars). 

 
 

Figure 9 : schémas représentatifs du Principe de l’osmose et de l’osmose inverse  

[Tansakul C, 2009]. 

La pression osmotique peut être calculée par la loi de Van’t Hoff qui exprime que la pression 

osmotique exercée par un soluté est égale à la pression que ce corps aurait exercé dans l’état 

gazeux parfait dans le même volume (V) et à la même température (T). Si le soluté est 

dissocié en i ions, la pression osmotique sera i fois supérieure. 

La pression osmotique d’une solution est proportionnelle à la concentration en solutés : 

Π = i.C.R.T 

Π: Pression osmotique (bar) 

i :Nombre d’ions dissociés dans le cas d’un électrolyte 

C :Concentration molaire (mol.L-1) 

R : Constante des gaz parfaits (0,082 L.bar.mol-1K-1) 

T : Température absolue (K) 
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III.1.2.2. L’électrodialyse : 

C’est une technique électro-membranaire qui consiste à éliminer les sels dissous d’une 

eau à travers une membrane sélectives sous l’action d’un champ électrique [Eckenfelder, 

1982]. 

Le principe de l’électrodialyse est l’application d’un courant continu entre les électrodes 

d’une cellule, constituée de succession de cellules à compartiment de membrane semi 

perméables alternativement anioniques et cationiques. 

Lors de l'action du champ électrique, la membrane anionique autorise le passage des anions et 

la membrane cationique laisse passer les cations. Les cations sortant du premier 

compartiment, en franchissant la membrane cationique, sont bloqués dans le deuxième 

compartiment par la membrane anionique. Les anions sortant aussi du premier compartiment 

en migrant à travers la membrane anionique sont bloqués par la membrane cationique. Dans le 

cas  des nitrates, on a un compartiment sur deux riches en nitrates.  

 

III.1.2.3. La nanofiltration: 

C’est une technique membranaire récente, de séparation intermédiaire entre 

l’ultrafiltration et l’osmose inverse, dans la famille des procédés membranaires sous pression 

[Santafé-Moros, 2005.Garcia F, et al, 2006].Elle se base sur les membranes à pores 

nanomitriques (< 2nm) porteuse de charges ioniques superficielles. La membrane est équipée 

d’un matériau organique ou minéral. 

La nanofiltration fait retenir les molécules de masses moléculaires de 200 à 2000g/mol par 

effet physique et les ions sont retenues par effet électrostatiques. Elle est très utilisée dans le 

domaine pharmaceutique, pour la séparation de petites molécules à forte valeur ajoutée 

(antibiotiques). 

Dans le cas des nitrates, la présence des sels a un effet marqué sur la rétention des nitrates. 

[Garcia et al, 2006]. Si on étudie l’influence de divers ions dans la solution de nitrate, on 

montre que les ions sulfates divalents ont causé la diminution de la rétention des nitrates suite 

à leur taille et des répulsions électrostatiques. 

 

III.1.3. Procédés électrochimiques: 

Cette méthode réside sur l’application d’une tension sur une électrode de Pt (ou Pd)  

activée avec du germanium [Gootzen J. F. E. et al, 1997]. Les électrons libérés conduisent à la 

réduction des nitrates et engendrent des espèces intermédiaires NO2 
-, NH3 … 

 



                                                                                                            Synthèse Bibliographique 

 

20 
 

Elle a été largement étudiée pendant les dernières années [Tada K., 2005]. Mais l'inconvénient 

de cette technique est dûe aux concentrations assez élevées en métal dissous tel que l’étain 

Sn2+  obtenue dans l’eau [Katsounaros I, 2006] qui n’est pas admis pour la consommation 

humaine. 

 

III.2.Les procédés biologiques : 

Les traitements biologiques occupent une place importante parmi les procédés mis en 

place pour éliminer les nitrates. La dénitrification biologique permet l’élimination des nitrates 

par leur réduction en azote gazeux. Lors de la dénitrification (respiration des nitrates), le 

nitrate joue le rôle d’accepteur  d’électrons dans l’oxydation de composes oxydables sous les 

conditions anaérobies. Le produit ultime de la réduction est l’azote gazeux. 

 

III.3.Les avantages et les inconvénients des procédés d’élimination des nitrates : 

Le tableau 4 montre les avantages et les inconvénients des différents procédés 

d’élimination des nitrates. 
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Tableau 4 : Avantages et inconvénients des différents procédés d’élimination des nitrates. 

Procédé 

 

Avantages 

 

Inconvénients 

 

 
 

biologique 

 

 

� Elimination totale des 
nitrates. 

� Probabilité faible de 
formation de sous‐produits 
toxiques. 

� Spécifique des nitrates. 

� Faible à basses 
températures. 

 
� surveillance suivie. 

 
 

 
 
 

Résines 

échangeuses 

d’ions 

 
 
� Fiable en toutes 

circonstances. 
 
� Adaptable à un 

fonctionnement 
automatique peu sensible aux 

basses températures. 
 

 

� Complexité du cycle CO2 
          dépend de la qualité de  
            l’eau brute. 
� Non spécificité des 

espèces retenues      
(SO2

‐, Cl‐). 
� Nécessité d’une 

régénération de résine. 
� L’eau traitée peut être 

            corrosive. 
� Rejets très concentrés en 

            nitrate. 
 

 
 
 
 

Osmose inverse 

 

 
 
 
 

 
� Procédé bien maîtrisé fiable 

en toutes circonstances. 
 
� Peut fonctionner en 

automatique. 
 
� La composition de l’eau brute 

a peu d’importance. 
 

� Modifie la qualité de 
l’eau initiale (l’eau traitée 
peut être corrosive). 

� Traitement non 
spécifique. 

         Coût élevé. 
� Problème d’évacuation 

des éluats  riches en 
nitrates. 

� Durée de service des 
         membranes. 

 

 

Electrodialyse 

sélective 

 
 

 
� Ne nécessite pas de 

régénération. 
 
 
 

� Spécificité moyenne pour 
des rendements limités. 

� Nécessité d’un 
prétraitement. 

� Ponctualité de rejets 
         concentrés. 

 

 

III.4. Choix de notre traitement : 

Le Tableau 4 ci‐dessus résume les avantages et inconvénients des méthodes utilisées pour 

l’élimination des nitrates de l’eau potable. On remarque que les processus biologiques ont 

l’avantage de ne générer aucun déchet secondaire contrairement aux méthodes physico-

chimiques. 
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Les traitements biologiques apparaissent comme les mieux adaptés dans la majorité des cas, 

en raison de leur facilité de mise en œuvre et de leur coût modéré.   

 

IV. Elimination biologique des nitrates : 

On rappelle en premier temps le processus de la dénitrification biologique. 

  

IV.1. La dénitrification biologique : 

La dénitrification est utilisé comme une solution pour l’élimination de la pollution 

nitrique dans notre partie expérimentale. 

La dénitrification n’est qu’une alternative à la respiration classique de l’oxygène, le nitrate ou 

l’un des intermédiaires est utilisée comme accepteur final d’électrons transférés le long de la 

chaine respiratoire [Tiedje, 1988].        

Les oxydes d’azote solubles, nitrates (NO3
-) ou nitrites (NO2

-), sont transformés en composés  

gazeux : oxyde nitrique (NO) protoxyde d’azote (N2O) et/ou azote (N2) comme indique la 

chaine de réactions suivante :      

NO3- NO2
- - - - - - -

NAR

NIR

N2O

NO

N2

N2OR

 

 

On distingue que chaque étape est catalysé par une enzyme particulière : nitrate réductase 

(NAR), nitrite réductase (NIR), oxyde nitrique réductase (NOR), et oxyde nitreux réductase 

(N2OR)  [Cavigelli et al, 2001]. Il y a deux types de dénitrification : 

La dénitrification autotrophe et la dénitrification hétérotrophe (utilisation du carbone 

organique comme source d’énergie). 

 

IV.1.1. La dénitrification hétérotrophe : 

Les premières installations françaises d’élimination des nitrates en eau potable ont mis 

en œuvre la réaction de la dénitrification hétérotrophe. 

La dénitrification hétérotrophe est la réaction la plus utilisée dans les procédés biologiques 

mis en œuvre à l’échelle industrielle. La réaction peut se schématiser comme suit : 
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NO3
-  +  Produits organiques

Bactéries
N2  +  CO2  +  H2O  +  HCO3

-  +  OH-

  

 

Il existe une vingtaine d’espèces de bactéries strictement  dénitrifiantes, la plupart d’eux 

permettent la dénitrification hétérotrophe. Parmi les plus reconnues on trouve les 

Pseudomonas et Bacillus [Paynes, 1985]. 

Ces bactéries peuvent oxyder un grand nombre de substrats carbonés. Le substrat carboné 

fournit à la fois l’énergie et le carbone nécessaire au métabolisme et aux synthèses cellulaires. 

La dénitrification hétérotrophe requiert un donneur d’électrons d’un composé organique 

(méthanol, éthanol, glucose,…) [Bougard, 2004]. 

En absence d’oxygène, ces bactéries dénitrifiantes, souvent anaérobies facultatives, vont 

utiliser l’oxygène des nitrates comme accepteur final d’électrons. Certaines de ces bactéries 

ne peuvent accomplir qu’une ou deux étapes de la dénitrification. 

 

IV.1.2. La dénitrification autotrophe : 

La dénitrification autotrophe permet de réduire les nitrates en azote gazeux dans des 

conditions anoxiques par l’utilisation d’une source d’énergie inorganique, hydrogène ou 

soufre ou fer métallique. Les bactéries impliquées ont une cinétique très lente,  le temps de 

contact et la vitesse de percolation utilisée étant faible (0,5 à 1m/h) rendent ces techniques 

plus difficilement applicables à l’échelle industrielle [Marie, 2002] 

 

IV.1.2.1. La dénitrification à l’hydrogène : 

La dénitrification biologique autotrophe peut avoir lieu avec l’hydrogène comme 

donneur d’électrons selon la réaction suivante [Kurt et al, 1987].  

 

2 NO3
-  +  5 H2

4 H2O  +  N2  +  2 OH-

 

 

Elle est réalisée par des bactéries de type Paracoccus dénitrificans et Alcaligenes eutrophus 

[Tiedje et al, 1982; Teidje ,1988]. 

L’oxydation de l’hydrogène fournit aux bactéries l’énergie suffisante à la réduction des 

nitrates en azote gazeux. Le pH de l’eau augmente au cours de la réduction. En pratique,       

9g d’H2 sont nécessaires pour éliminer 100 g de nitrate [Dries, 1988]. 
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Les avantages de ce procédé sont l’élimination complète des nitrates avec rejet d’azote 

gazeux, par ailleurs l’hydrogène n’élimine pas le substrat en excès dans les postes de 

traitements. 

Les inconvénients du procédé sont liés à l’utilisation de l’hydrogène (stockage et risque  

d’explosion) et à la nécessité d’un temps  de contact élevé (donc dimensionnement). Pour les 

temps de contact faibles, la décomposition des nitrates est incomplète et s’accompagne à 

mesure de l’augmentation du pH d’une formation de nitrites (Cloirec, 1998). 

 

IV.1.2.2. La dénitrification sur support soufré: 

Le soufre jouant le rôle de donneur d’électrons, la chaux servant à maintenir le PH, ce 

qui donne son nom au procédé (procédé soufre /chaux), la réaction peut être schématisée 

ainsi : 

6 NO3
-  +  5 S  +  6 H2O 3 N2  +  5 SO4

2 -  +  4 H3O+

 

Cette réaction est catalysée par des bactéries autotrophes anaérobies du genre  thiobacillus qui 

ont la capacité de réduire les nitrates en oxydant de nombreux composés soufrés comme : S2-, 

S, S2O3
2-, S4O6

2-, SO3
2- et même H2S. 

Les Thiobacillus  dénitrifiant a un pH optimum de croissance qui se situe entre 6,2 et 7,4   

[Belcon et al,  1997]. 

 

IV.1.2.3. La dénitrification par le fer métallique : 

Le principe de ce procédé se base sur la dénitrification autotrophe, avec pour accepteur 

d’électrons le fer métallique. 

Les différents processus redox pouvant se produire en milieu naturel montrent que la 

dénitrification d’eaux pauvres en matières organiques est également possible en présence de 

fer ferreux. 

 

IV.2. Techniques biologiques d’élimination de la pollution azotée : 

Les principaux systèmes biologiques de dépollution azotée consistent : 

� À la première étape, à oxyder l’azote ammoniacal en azote nitrique en milieu aérobie 

(nitrification). 

� À la seconde étape, à réduire les nitrates formés en azote gazeux en condition 

anoxique (dénitrification). 
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Les microorganismes utilisés peuvent être soit en culture libre (système à boues activées), soit 

en culture fixée [Patureau, 1995]. Quelle que soit l’option technologique choisie, on trouve 

ensuite des systèmes à boues séparées et d’autres à boues  uniques. 

 

IV.2. 1. Les procédés à biomasse libre : 

IV.2.1.1. Les Configurations de base : Les systèmes à boues activées : 

Historiquement, le premier objectif des installations de traitement des eaux usées était 

l’élimination de la pollution carbonée. La  nitrification, mieux connue mieux maitrisée que la 

dénitrification, a été ajoutée à ces installations. Les procédés de la dénitrification sont apparus 

plus tardivement et se sont intégrés aux systèmes nitrifiants préexistants. L’un des premiers 

schémas proposés (figure 10) était l’association dans un même bassin aérobie de la 

dépollution carbonée et de la nitrification, suivie d’un bassin anoxique permettant la 

dénitrification.        

Influent Aérobiose Aérobiose Anoxie Effluent

Source de carbone

Dépolution carbonéel Nitrification Dénitrification

 

Figure 10: Procédé classique à boues activées [d’après Barnard et al, 1998]. 

 

Une telle approche a nécessité l’ajout d’une source de carbone externe au niveau du bassin de 

dénitrification (méthanol ou acétate). Afin d’éviter l’ajout de carbone exogène. Ludzack-

Ettinger ont proposé un système (figure 11) où la dénitrification a lieu en tête et utilise le 

carbone présent dans l’effluent. Celui-ci ensuite envoyé dans le réacteur de nitrification avec 

un recyclage des nitrates produits dans la zone aérobie. 

Influent Effluent  Anoxie   Aérobiose

Recyclage liqueur mixte

Recyclage des boues

Boues 
excès

Figure 11 : modèle de Ludzack-Ettinger modifiée [Cooper et al, 1994]. 
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L’avantage de ce  modèle c’est l’optimisation d’utilisation de la DCO et de limiter la 

déstabilisation de la flore nitrifiante par la croissance d’hétérotrophes comme dans le modèle 

précédent. 

En 1973, Bernard complète le modèle précèdent (figure 12) en ajoutant un troisième bassin 

anoxique après le bassin aérobie nitrifiant,  permettant la dénitrification avec le carbone 

endogène, et un quatrième bassin  aéré qui assure  le dégazage du dioxyde de carbone, 

l’augmentation du pH et la précipitation du phosphate (modèle Berdenpho). La dénitrification 

dans cette seconde zone anoxique est généralement très faible et est par fois réalisée par ajout 

de méthanol. Tous ces modèles ont été largement utilisés durant les 25 dernières années avec 

des performances de 85 à 95%  en élimination de l’azote et des concentrations finales de 

moins de 10mg N.l-1[cooper et al, 1994].    

 

Influent Effluent  Anoxie Aérobiose

Recyclage liqueur mixte

Recyclage des boues

Boues 
excès

  Anoxie   Aéro

 

Figure 12 : Modèle de Barnard de 1973. 

 

 

Il existe aussi des systèmes à un seul réacteur où nitrification et dénitrification sont réalisées 

soit dans des zones différentes (cas du chenal d’oxydation), soit en alternant des phases 

d’aération et de non aération dans une même zone (cas du SBR). 

 

 

Figure 13: Chenal d’oxydation [Cooper et al, 1994]. 
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IV.2.1.2. Le SBR : 

Le SBR (Sequencing  Batch  Reactor) est un réacteur à biomasse libre, 

considérablement mélangé dans lequel l’alimentation et le soutirage se font de manière 

séquentielle. 

Le principe de fonctionnement se fait par répétition de cycles identiques, et chaque cycle est 

divisé en quatre étapes : l’alimentation, la réaction biologique, la décantation et la vidange 

(figure 14 

 

Figure 14 : Principe de fonctionnement du réacteur SBR (Torrijios et al, 2000). 

 

La réaction du couplage nitrification / dénitrification dans un même réacteur se divise en deux 

phases : une phase aérobie pendant le transfert de l’azote ammoniacal en nitrate et phase 

d’anoxie en arrêtant l’aération pour la dénitrification, la phase d’aération vient directement 

après la phase anoxie, pour que la DCO soit élevé dans l’effluent. Les performances du SBR 

sont en fonction de la durée de chaque phase et du volume relatif amené à chaque cycle. Les 

débits d’alimentations journaliers (DAJ) peuvent fixer le temps de séjour hydraulique ainsi 

que la charge appliquée. 

Le SBR est utilisé pour traitement d’eau de digesteur de boues (ou il peut rester de 800 à 

1000mg N-NH4
+. L-1) avec des efficacités moyennes de 1Kg. N. m-3. J-1 [ Mossakowska et al, 

1977]. Il  est également  utilisé pour les traitements d’effluents industriels comme les lisiers 

de porc, les effluents d’abattoir et les lixiviats de décharge [Mace et Mata-Alvarez, 2002].            
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IV.2. 1.3. Les réacteurs à membranes : 

Afin d’éviter la perte de biomasse, les systèmes à boues activées sont complétés par 

une unité de séparation membranaire qui sert à retenir et recycler la biomasse. Le 

fonctionnement de cette méthode comme un réacteur à cellules immobilisées et les 

concentrations en biomasse dans ce type de système peuvent atteindre 120 Kg .m-3 [Dos 

Santos et al, 1999]. Comme il peut être utilisé en aérobiose ou en anaérobiose pour la 

nitrification /dénitrification. Suite à une configuration d’aération discontinue sur un lixiviat de 

décharge, des performances d’élimination de l’azote parvenir 0,7 Kg  N. m-3. j-1 [Van Djik et 

Roncken, 1997]. 

Les inconvénients des procédés à membranes c’est le cout élevé de fonctionnement, il utilise 

plus d’énergie que les procédés classiques, pour assurer la recirculation de l’effluent et la 

ammoniacal la Perméabilité à travers la membrane, ainsi que le colmatage des membranes est 

un frein pour cette technique, c’est pour cette raison que ce type de procédé est peu utilisé 

dans le traitement de l’azote en station d’épuration. 

 

IV.2. 2. Les procédés à biomasse fixée : 

Le principe est basé sur l’utilisation de la capacité naturelle des microorganismes à se 

fixer sur un support solide, granulaire, fixe ou mobile, immergé ou non (Figure 15) 

 

 

 

Figure 15 les principaux modèles de traitement de l’azote par immobilisation de la biomasse 

[Sorensen et Jorgensen, 1993]. 

 

IV.2. 2.1. Le lit bactérien à ruissellement : 

C’est l’un des plus anciens systèmes à cellules immobilisés utilisé. Dans ce type de 

réacteur, la biomasse est fixée sur un support solide, circulaire surmonté d’un distributeur 
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rotatif. L’effluent à traiter est donc introduit par le haut et s’écoule par gravitation sur le lit 

bactérien. Le principal inconvénient de ce type de bio filtre est l’absence de colonisation par 

la biomasse de la base du réacteur, si bien qu’une augmentation de la charge en azote 

ammoniacal peut entrainer une baisse de performance par non élimination du surplus 

ammoniacal. 

 

IV.2. 2.2. Les contacteurs biologiques rotatifs (RBC) ou bio disques : 

Les procédés à contacteurs biologiques rotatifs (RBC) sont constitués de disques plus 

ou moins immergés (40-60%) dans un réservoir à flux continu, tournent à une vitesse 

d’environ 1 rpm et sur les quels s’est développée la biomasse. Le biofilm est donc 

successivement en contact avec l’air et avec l’effluent à traiter. Ces installations sont surtout 

conçues  pour des procédés aérobies comme la nitrification, mais ils peuvent être également 

utilisés pour la dénitrification par immersion total des disques, et diminution de la pression 

partielle en oxygène. Les rendements d’élimination de l’azote observés dans ce type de 

procédé sont de l’ordre 0,2 à 0,5 Kg N. m-3. j-1 [Gupta et al, 1994]. 

 

IV.2. 2.3. Les  réacteurs (ou biofiltres) immergés : 

Les biofiltres immergés se constituent d’un milieu réactionnel rempli d’un solide sur 

lequel vont se fixer les bactéries. Le garnissage est un support inerte de nature variée (roche, 

verre, plastique) et de formes diverses, cubes, sphères, lamelles, grillages). 

La fixation sur un support poreux granulaire immergé de la biomasse active permet de 

combiner à la fois la filtration dans la masse et la capacité épuratoire des microorganismes. 

Les procédés utilisés en nitrification/ dénitrification sont nombreux et ont des caractéristiques 

variables. Ils différents d’une part par l’utilisation des biomasses, par la nature du matériau de 

garnissage, par les caractéristiques du flux de l’effluent (sens et vitesse), par choix du système 

de lavage [Dupain, 1992]. 

L’inconvénient principal de ces deux systèmes, lors d’un fonctionnement en dénitrification, 

est le colmatage du bio filtre entrainant un dysfonctionnement caractérisé par la production de 

nitrate. 

 

IV.2. 2.4. Les  réacteurs à lit fluidisé : 

La tendance actuelle est à la mise en place de système à lit fluidisé. Les particules-

supports, de taille plus petite qu’en lit fixe (généralement du sable), fluidisées par 

recirculation continue de l’effluent ou par ajout de gaz, permettent la fixation d’une quantité 
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de biomasse supérieure et la diminution de la fréquence des lavages. Les performances de ces 

types de procédés peuvent aller jusqu’à 90-95% de dénitrification. 

Ces différents exemples de procédés en culture libre ou fixée montrent que la tendance 

actuelle s’oriente vers la combinaison de l’élimination des différentes pollutions tout en 

rendant plus compactes les unités de traitement et vers l’amélioration des performances des 

systèmes par utilisation de technologies nouvelles comme les lits fluidisés ou les réacteurs à 

membranes. Cette orientation  passe par une connaissance accrue des différentes réactions 

biologiques et des possibilités d’interaction entre ces différentes voies. Il existe déjà des 

procédés combinant nitrification et dénitrification dans un même réacteur, mais ces deux 

réactions sont toujours, soit temporellement, soit spatialement, séparées et réalisées dans leurs 

propres conditions. Or, des études récentes sur la physiologie de nitrification / dénitrification 

ont montré des comportements atypiques de microorganismes, comme la capacité de bactéries 

nitrifiantes à réduire le nitrate en protoxyde d’azote ou en azote sous stress anaérobie ou 

encore la capacité de certaines souches à dénitrifier en conditions aérobies. 

 

V. Les populations des micro-organismes : 

Les micro-organismes sont définis comme un ensemble de populations, et recouvre un 

très large éventail d’entités. Caractérisé par une grande diversité taxonomique. En écologie 

microbienne, le terme micro- organisme montre un ensemble d’espèces bactériennes qui sont 

en interaction dans un même écosystème ou milieu et qui partagent une même fonction. 

Selon un critère morphologique, trois formes prédominantes sont observées dans la nature : 

� Les micro-organismes cylindriques dites en bâtonnet. 

� Les micro-organismes sphériques ou coccoides. 

� Les micro-organismes spiraux. 

Comme il peut y avoir d’autres variantes, telles que les micro-organismes filamenteuses et les 

formes pédonculés. 

Dans certaines conditions de stress : pH inapproprié, température excessive ou trop basse, 

carence nutritive…certains micro-organismes sont capables de développer des formes de 

résistances appelées spores. Ces formes, d’origines diverses, endospores, spores hyaphales  ou 

kystes, permettent la survie des micro-organismes durant de longs laps de temps.                  

Les micro-organismes sont classés dans deux grands groupes basés sur leurs besoins 

nutritionnelles [Oteng et Gyang, 1984]. Les micro-organismes autotrophes utilisent le carbone 

minéral comme unique source de carbone, alors que les micro-organismes hétérotrophes 

utilisent le carbone organique. 
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Les différentes catégories de micro-organismes (Annexe 1) peuvent être également classées  

selon leur source d’énergie [Scriban, 1994, Kermarrec, 1999]. 

 

V.1.  Conditions nutritives : 

Tout organisme doit rencontrer dans son milieu les éléments et les molécules 

nécessaires à son édification et à sa substance. Ces matériaux s’appellent  des nutriments 

[Stanier, 1976]. 

La majorité des micro-organismes intéressant l’industrie alimentaire sont des hétérotrophes : 

ils nécessitent la présence obligatoire d’une (et parfois de plusieurs) substance(s) organique(s) 

servant de source d’énergie.  

Les éléments nécessaires à la croissance sont  C, O, H, N  en quantité importante, P et S en 

quantité plus faible et enfin des oligo-éléments en quantité très faible (Ca, CO, Cu, K, Mg, 

Mn, Na, Fe, Zn, etc.) (Annexe2). 

La molécule organique énergétique apporte en même temps le carbone, l’hydrogène, souvent 

l’oxygène supplémentaire l’azote, le phosphore et le soufre peuvent être tiré de molécules 

organiques ou minérales variées. 

 

V.2.  Les facteurs physico-chimiques : 

Outre les exigences nutritives, le développement des micro-organismes est sous la 

dépendance de différentes conditions physico-chimiques dont les plus importants sont :  

 

V.2. 1. L’eau : 

La vie sur la terre est toujours associée à la présence de l’eau. Les fonctions 

biologiques des micro-organismes et surtout leur reproduction ne peuvent s’effectuer qu’en 

présence d’une certaine quantité de ce liquide. Il contribue à la masse d’une bactérie pour 

80% ou plus [Scriban, 1994]. Au cours de la croissance, les substances nutritives et les 

déchets pénètrent et quittent respectivement la cellule en solution, les bactéries ne peuvent 

donc croitre que dans ou sur des matières contenant suffisamment d’eau libre. 

 

V.2.2. Le  pH : 

Les micro-organismes ont un comportement variable par rapport au pH. Les limites de 

pH pour la croissance et la reproduction bactérienne ont été étudiées par de nombreux auteurs, 

en particulier [Baas-Becking et col, 1960]. Les systèmes de bio-oxydation utilisés 

classiquement tolèrent une gamme de pH  allant de 5 à 9 avec une zone optimale de 6 à 8. 



                                                                                                            Synthèse Bibliographique 

 

32 
 

En milieu anaérobie, la gamme possible est même plus réduite avec un pH  de 6.8 à 7.5 

[Boeglin]. Donc la plupart des micro-organismes se développent à un pH  neutre, mais 

certains ont besoin d’un milieu acide (bactéries acidophiles) ou d’un milieu basique (bactéries 

alkaliphiles) comme indique sur la figure 16.   

1   -
2   -
3   -
4   -
5   -
6   - 
7   -
8   -
9   -
10 -
11 -
12 -
13 -
14 -

Eau des mines

Eau douces

Eau de mère

 Lacs salès

 Ammoniaque de ménage

Acidophiles

Alkaliphiles

 

 

 

Figure 16 : Echelle de pH reliés à quelques environnements [Madigan M. 2000]. 

 

V.2.3. La température : 

Cinq catégories de micro‐organismes sont différenciées sur la base de leurs 

températures de croissance pour déterminer le type, comme indiqué sur la Figure 17 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 17 : Schéma reliant la croissance des micro‐organismes à la température 
[Madigan M. 2000]. 
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Les micro‐organismes psychrophiles poussant de ‐15 à 10°C, on les trouve dans des 

environnements très froids, comme les glaces polaires. Les micro‐organismes mésophiles 

dont la croissance est possible entre 10 et 45°C, mais la température optimale est comprise 

entre 30 et 37°C. On les trouve dans les environnements agroalimentaires, médicaux et 

environnementaux. Entre ces familles de micro‐organismes, il existe des micro‐organismes 

dits psychrotrope dont la température optimale de croissance est de 20°C mais qui sont 

capables de se développer entre 0 et 40°C. Ces micro‐organismes se trouvent dans les eaux, la 

terre des climats tempérés et dans certains produits réfrigérés. Les micro‐organismes 

thermophiles et hyper thermophiles sont présents dans les sources hydrothermales, le long du 

gradient de température. 

 

V. 2. 4. L'oxygène : 

Les micro‐organismes possèdent des modes respiratoires variés : certains nécessitent 

de l’oxygène pour leur croissance alors que, pour d’autres, l’oxygène peut être délétère 

[Marchandin H, 2007]. On distingue selon ces modes respiratoires différents groupes de 

micro‐organismes : 

� Les micro‐organismes aérobies stricts : ne sont pas capables de se développer en 

absence d’oxygène. 

� Les micro‐organismes anaérobies stricts : ne sont pas capables de se développer en 

présence d’oxygène. 

� Les micro‐organismes aéro‐anaérobies facultatifs : sont capables de se développer 

en présence et en absence d'oxygène. 

� Les micro‐organismes microaérophiles : se développent uniquement lorsque la 

teneur en oxygène est réduite. 

 

V. 3.  Potentiel d’oxydo-réduction : 

Ce facteur dépend de la nature des substances contenues dans le milieu (oxydantes ou 

rèductrices) mais également de l’aération et de la texture du produit qui favorise ou non les 

transferts gazeux [guiraud, 1997].  

 

V. 4. Toxicité  

Généralement les substances on un effet toxique sur l’activité des micro-organismes. Il peut y 

avoir inhibition partielle ou totale de l’épuration selon la nature de la substance incriminée ou  
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sa concentration. La plupart des substances minérales et  des métaux sont toxiques tant pour 

les systèmes biologiques, aérobies qu’anaérobies. Il en est de même pour de nombreux 

composés organiques. 

Sachant que les métaux sont souvent absorbés et concentrés dans les boues. Pour certains 

polluants tels que les cyanures et les phénols, la population bactérienne s’acclimate à une 

certaine concentration de ces substances, le plus souvent par formation de souches adaptées 

[Boeglin]  

 

V.5.  Les techniques classiques de la mesure de croissance :   

L’étude de la croissance bactérienne ne peut être faite valablement que si l’on dispose de 

techniques appropriées d’évaluation de la population microbienne dont on souhaite étudier 

l’évolution. Les deux méthodes de mesure de la croissance d’une population des micro-

organismes les plus couramment utilisées sont [Mc Meeking T. et al, 1993]. 

• Le dénombrement des cellules viables sur boite de Pétri. 

• La mesure de la biomasse par turbidimétrie [Delignette-kuller M.L, 1995]. 

La première technique nécessite l’ensemencement par un échantillon de la suspension 

bactérienne d’une boite de pétrie et une culture au terme de laquelle sont comptées les 

colonies (figure 18). Cette technique suppose qu’à un microorganisme déposé au départ de 

pétrie correspond après culture exactement une colonie. La croissance est ainsi mesurée en 

unités formant colonie (UFC). La méthode est très simple mais peut être coûteuse en temps et 

en matériel et peut conduire à l’obtention de cinétiques constituées d’un nombre limite de 

point expérimentaux. 

 
 

Figure 18 : Technique de dénombrement sur boite de pétri [Delignette-Muller, 1995]. 
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La deuxième technique ne consiste pas à compter directement les cellules mais à mesurer la 

biomasse bactérienne. C'est-à-dire la masse cellulaire sèche totale [Meynell G. G. et al, 1970]. 

L’augmentation de la biomasse bactérienne accompagnant la croissance d’une population de 

microorganismes entraîne l’opacification du milieu de culture, les techniques turbidimétriques 

permettent de suivre l’évolution de la biomasse bactérienne par la mesure de la densité 

optique (DO). Cette variable définie comme logarithme du rapport entre l’intensité I0 du 

faisceau incident et l’intensité I du faisceau transmis, caractérise l’opacité d’un milieu 

(figure19). 

 

Figure 19 : technique turbidimétrique de mesure de la biomasse 

 

V.5.1. Schéma de croissance bactérienne : 

L’étude de la croissance d’une population bactérienne permet de suivre la courbe le 

long du cycle. Lorsque des micro-organismes  sont cultivés en milieu liquide, ils se 

développent dans un système fermé, culture en (batch) ou discontinue : ils sont incubés dans 

un flacon fermé contenant un seul lot de milieu. Comme il n y a pas d’apport de milieu frais 

au cours de l’incubation, la quantité d’élément nutritifs diminue et la concentration de déchets 

augmente. 

 

Le cycle est également représenté sous forme d’une courbe de croissance correspondant au 

suivi de la population (densité de population N) ou au suivi de la biomasse (densité de la 

biomasse X), éventuellement après transformation logarithmique, en fonction du temps. 

Depuis la première description de [Buchanan, 1918], il est classique de distinguer plusieurs 

phases dans la croissance des cultures des micro‐organismes. Ces phases sont caractérisées 

par certaines valeurs ou variations de la vitesse de multiplication de la culture. On reconnaît 

classiquement les sept phases successives suivantes (Figure 20) : 
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Figure 20 : les phases de croissance établies par [Buchanan, 1918]. 

 

a. Phase de latence 

Il s’agit d’une période d’adaptation au cours de laquelle la cellule synthétise en particulier les 

enzymes qui lui sont nécessaires pour métaboliser le substrat présent [Reatz et Bauer, 2001]. 

Au cours de cette phase, il n’y a pas de reproduction cellulaire : 

X = cte = X0 

X : la concentration cellulaire (nombre de cellule ou concentration en biomasse bactérienne 

par unité de volume de culture). 

X0 : la concentration cellulaire au temps t = 0. 

La vitesse de croissance (dX/dt = 0). 

 

b. Phase d’accélération de croissance 

Lorsque la phase d’adaptation précédente est terminée, on assiste au démarrage de la 

croissance proprement dite : la reproduction cellulaire commence. 

 

c. Phase exponentielle de croissance : 

Pendant cette phase, les microorganismes se divisent et doublent leur nombre à un intervalle 

de temps régulier d’où la population est presque uniforme en termes de propriétés chimiques 

et physiologiques. Au cours de cette phase, la vitesse de croissance dX/dt augmente 

proportionnellement à X. D’où l’allure logarithmique (ou exponentielle) du phénomène. 
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En coordonnées semi‐logarithmique, (LogX = f (t)), cette phase a l’allure d’une droite : 

dX/dt = µX 

On peut modéliser simplement la phase exponentielle de croissance par : 

LogX = LogX0+µt 

X = X0.e
µt
 

Le taux de croissance est quant à lui constant et maximal, il est définit par l’équation 

différentielle suivante : 

µ = dX/dt. 1/X = µmax 

Pour cette phase :                      LogX2 – LogX1 = µmax(t2‐t1) 

µmax = (LogX2‐LogX1) / (t2‐t1) 

 

d. Phase de ralentissement : 

La vitesse de taux de croissance régresse. Il y a un épuisement du milieu de culture du fait de 

la disparition d’un ou plusieurs composés nécessaires à la croissance et à une accumulation 

des produits inhibiteurs résultants du métabolisme bactérien, il existe un début d’autolyse des 

micro‐organismes. 

 

e. Phase stationnaire : 

Dans cette période, il n’y a aucune augmentation du nombre de micro‐organismes. Le taux de 

croissance par organisme est nul. 

 

f. Phase de mort accélérée : 

Durant cette période, le nombre de micro‐organismes décroît, d’abord lentement puis de plus 

en plus vite, jusqu'à l’établissement d’une phase de mortalité logarithmique. Le taux de 

mortalité par organisme augmente jusqu'à un certain maximum. 

 

g. Phase de déclin (décroissance) : 

Un changement nuisible de l’environnement comme la carence en nutriment et l’accumulation 

de déchets toxiques conduisent à la diminution du nombre de cellules viables et une lyse 

cellulaire sous l’action des enzymes protéolytiques endogènes, caractéristique de la phase de 

mortalité. La mort d’une population de micro‐organismes, comme sa croissance durant la 

phase exponentielle, est habituellement logarithmique. La cinétique de croissance des 

micro‐organismes est donc essentiellement composée d'une phase de latence suivie d'une 

phase exponentielle puis d'une phase stationnaire 
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CHAPITRE II  
 

Matériel et Méthodes 
 

 

 

 

I.1. Matériel  

I.1.1.  Micro-organisme 

D’après la littérature, les germes dénitrifiant existent dans les zones où la concentration en 

oxygène dissout devient insuffisante ou nulle, pour cette raison nous avons choisi une source 

de prélèvement « station d’épuration des eaux usées d’El Menia Constantine ». 

 

Les échantillons sont prélevés au niveau du bassin de décantation secondaire, car ce dernier, 

en plus de la faible concentration en oxygène dissous, assure l’existence d’un ou plusieurs 

germes dénitrifiant et facilite l’adaptation de ces germes dans le milieu synthétique. 

Après avoir effectué un prélèvement qui a été ensemencé dans un milieu nutritif contenant 

auparavant une source de carbone comme source d’énergie. Pendant l’incubation nous avons 

suivi la croissance bactérienne en mesurant la densité optique et le pH de cette culture. 

 

Par ailleurs, pendant la phase de croissance exponentielle, nous avons réalisé un prélèvement 

de cette culture auquel mais lui avoir fait subir en premier lieu une centrifugation (4500 rpm 

pendant 15 minutes) suivie d’une filtration. 

Le culot recueilli a été rincé à l’eau distillée afin d’éliminer toute  matière indésirable. Ce 

dernier est alors ensemencé dans un autre milieu nutritif pour y subir les mêmes procédures 

expérimentales développées ci-dessus.  

 

Il est nécessaire de refaire ces expériences au moins trois fois afin d’obtenir un culot ne 

contenant que des micro-organismes.  

 

I.1.2.  Milieu de culture: 

Pour favoriser la croissance des micro-organismes  dénitrifiants, nous avons utilisé un 

milieu de croissance synthétique, sa composition pour 1 litre d’eau bidistillée est repris au 
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tableau 5 [Patureau, 1995]. Ce milieu liquide constitué de macroéléments et de micro-

éléments apporte aux micro-organismes tous les éléments nécessaires au développement 

cellulaire, à part la source de carbone représentée par Le méthanol ou le succinate de sodium. 

 

Tableau 5 : Composition du milieu de culture [Patureau D., 1995]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La composition de la solution d’éléments trace (TE) est donnée au tableau 6. 

Tableau 6 : La composition de la solution de traces éléments [Patureau D., 1995] 

 

  

Elements Concentrations 

KH2PO4 1,00 g/L 

K2HPO4 1,00 g/L 

KNO3 1,00 g/L 

NaCl 1,00 g/L 

MgSO4 0,20 g/L 

CaCl2 0,02 g/L 

Solution TE 1,00 ml/L 

pH Ajusté à 4,2 

Eléments Concentrations 

HCl 37% 6,76    ml/L 

FeCl2 4H2O 1,5      g/L 

H3BO3 0,06    g/L 

MnCl2 4H2O 0,1      g/L 

CoCl2 6H2O 0,12    g/L 

ZnCl2 0,07    g/L 

NiCl2 6H2O 0,025   g/L 

CuCl2 2H2O 0,015    g/l 

NaMoO4 2H2O 0,025   g/L 

EDTA 5,2      g/L 
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I.1.3. Source de carbone: 

Comme il est déjà mentionné dans la première partie, la dénitrification est réalisée par 

des bactéries hétérotrophes, qui ont besoin d’un apport de carbone organique pour leur 

métabolismes.  

Le méthanol et le succinate de sodium, unique source de carbone et d’énergie, sont ajoutés 

séparément dans le milieu de dénitrification ce qui permet leur métabolisme et une production 

de biomasse, avec le nitrate de potassium (KNO3) comme source oxydée unique d’azote. 

 

I.1.4. pH mètre : 

Les mesures du pH ont été réalisées à l’aide d’un pH‐mètre « HANNA instruments » 

muni d’une électrode de verre. Le pH‐mètre est préalablement étalonné avec des solutions 

tampons (pH = 4, 7 et 10). 

 

I.1.5. Réacteur DCO : 

Pour assurer le chauffage de nos échantillons afin d’oxyder le maximum de la matière 

organique, un DCO mètre « Hach » à 25 postes a été utilisé durant nos expériences. 

 

I.1.6. Incubation : 

Une étuve de marque « Memmert » a été utilisé pour l’incubation de nos échantillons 

et la vaporisation totale de l’eau contenue dans ces dernières. 

 

I.1.7. Centrifugation : 

Les échantillons sont au préalable centrifugé à 7000 t/min par une centrifugeuse « 

sigma 1‐15 » à température ambiante pendant 10 mn. Le surnageant récupéré est dilué si 

nécessaire selon les méthodes de dosage. 

 

I.2. Méthodes d’analyses : 

Les processus biologiques de dénitrification mettent en jeu des réactions 

d’oxydoréduction : oxydation d’un substrat organique et réduction des nitrates en azote 

gazeux. Donc il est intéressant de suivre l’évolution dans le temps : pH, la biomasse, 

concentration des nitrates, la source de carbone. 
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I.2.1. Mesure de la biomasse : 

Avant de parler de la méthode que nous avons utilisé pour la mesure de la biomasse, 

nous allons voir tout d’abord le principe de la spectrophotométrie afin de bien comprendre le 

choix de notre méthode. 

 

Spectrophotométrie : 

C’est la turbidimétrie, procédé simple, rapide et actuellement très utilisé. Cette technique 

permet d’évaluer la concentration cellulaire en utilisant un spectrophotomètre à 600 nm. Plus 

il y a de micro‐organismes, plus la lumière est réfléchie et plus l’intensité du faisceau restant 

est faible, plus la valeur d’absorbance est grande. Il est en effet possible d’utiliser une loi, 

analogue à celle de Beer‐Lambert, exprimant la proportionnalité entre la contribution 

bactérienne à l’absorbance du milieu A et la biomasse B présente en solution, 

 

A = log I0 / I2 - log I0 / I1 = log I1 / I2 = α .d .B 

 

Où : I0  représente l’intensité lumineuse du rayon incident. 

I1 : L’intensité du rayon transmis en l’absence de biomasse. 

I2 : L’’intensité du rayon transmis en présence de biomasse. 

d : La longueur du trajet optique, et α un coefficient de proportionnalité. 

L’absorbance est rapportée conventionnellement à un trajet optique de 1 cm pour définir la 

densité optique (DO) du milieu : 

 

DO = (1/d) log I1 / I2 = α B 

 

L’absorbance ou la turbidité d’une culture est souvent déterminée par spectrophotométrie, 

l’échantillon est placé dans une cuvette ensuite on place la cuvette dans le spectrophotomètre, 

les micro‐organismes jouent le rôle d’une barrière physique pour la lumière. Si on choisi une 

longueur d’onde bien déterminée le taux de la lumière transmise par l’échantillon sera 

proportionnelle à la quantité des microorganismes présents dans l’échantillon 
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Figure 21 : Schéma de l’absorbance. 

 

L’absorbance de notre culture est généralement mesurée à une longueur d’onde autour de        

600 nm [Jianlong W. et al, 1999]. Rappelant que pour les milieux très concentrés 

(absorbance> 2), la courbe qui relie la masse cellulaire avec l’absorbance est non linéaire, 

donc il faut faire une dillution de l’échantillon. 

La densité optique des cultures cellulaires est mesurée par l’absorbance à une longueur d’onde 

de 600 nm avec un spectrophotomètre «JENWAY de types 6300 spectrophotomètre». 

 

 

 

Figure 22 : Spectrophotomètre JENWAY de types 6300 spectrophotomètre. 
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I.2.2.Relation entre la densité optique et l’extrait sec : 

Lorsque le nombre de bactéries se multiplie  dans la solution entrainant une 

augmentation de la turbidité de la solution. Ce nombre est proportionnel à la densité optique 

de la solution. Les mesures des densités optiques pour la détermination de la concentration 

des microorganismes sont réalisées à 600 nanomètres. Plusieurs solutions de différentes 

concentrations en microorganismes sont préparées. Après mesure de leurs densités optiques à 

600 nanomètres, elles sont introduites dans une étuve à 105 °C jusqu'à l’évaporation totale de 

l'eau contenue dans les échantillons. 

L’extrait sec de biomasse produite a été corrélé avec la densité optique (DO (600 nm)), d’où 

l’équation de la courbe d’étalonnage obtenue est la suivante : 

 

Extrait sec (mg)= -3,51752+567,65499 DO (600nm) 
 

 

Coefficient de corrélation R = 0,99893 
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage reliant L’extrait sec de biomasse produite à la densité 

Optique (DO (600 nm)). 
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I.2.3.Dosage des métabolites : 

L’analyse des échantillons liquides ont été pris avec une seringue et préalablement, 

centrifugés à 7000 rpm (SIGMA 1‐15), à température ambiante pendant 10 min [Chen K. et 

al, 1998]. Le surnageant récupéré est dilué si nécessaire selon les méthodes de dosages des 

substrats. 

 

I.2.3.1.Dosage des nitrates : 

Les nitrates sont dosés par colorimétrie. En présence de salicylate de sodium, les 

nitrates donnent du paranitro‐salicylate de sodium, coloré en jaune et susceptible d’un dosage 

colorimétrique : méthode au salicylate de sodium [Rodier J., 1978].  

 

Protocole de dosage des nitrates par la colorimétrie : 

 

Méthode au salicylate de sodium 

Principe 

En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitro‐salicylate de sodium, 

coloré en jaune et susceptible d’un dosage colorimétrique. 

 

Réactifs 

‐solution de salicylate de sodium à 0,5 %, à renouveler toutes les 24 heures. 

‐Acide sulfurique concentré. (d=1,84) 

-Solution d’hydroxyde de sodium et de tartrate double de sodium et de potassium : 

Hydroxyde de sodium ……………………………………………………….……….400 g 

Tartrate double de sodium et de potassium ...............................................................…....60 g 

Eau distillée …………………………………………………………………….…...1000 ml 

 

Faire dissoudre les sels dans l’eau. Laisser refroidir et compléter à 1000 ml. 

A conserver dans un flacon en polyéthylène. 

 

‐Solution mère étalon d’azote nitrique à 0,1 g.L
-1

: 

Nitrate de potassium anhydre …………………………………………………….…...0,722 g 

Eau distillée …………………………………………………………..……….….…..1000 ml 

Chloroforme (pour conserver) ……………………………………………….…….……..1 ml 
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‐solution fille étalon d’azote nitrique à 0,005 g.L
-1

. 

Amener 50 ml de la solution mère à 1000 ml avec de l’eau distillée. 

 

Etablissement de la courbe d’étalonnage : 

 

Dans une série de capsules de 60 ml, introduire successivement : 

Numéro de capsules T I II III IV 

Solution étalon d’azote nitrique à 0.005 g.L
-1
 (ml) 0 1 2 5 10 

Eau distillée (ml) 10 9 8 5 0 

Correspondance en mg.L
-1
d’azote nitrique 0 0,5 1 2,5 5 

Solution de salicylate de sodium (ml) 1 1 1 1 1 

 

 

Evaporer à sec au bain marie ou dans une étuve portée à 75‐80°C (ne pas surchauffer, ni 

chauffer trop longtemps). Laisser refroidir. Reprendre le résidu par 2 ml d’acide sulfurique 

concentré en ayant soin de l’humecter complètement. 

Attendre 10 minutes, ajouter 15 ml d’eau bidistillée puis 15 ml de la solution d’hydroxyde de 

sodium et se tartrate double de sodium et de potassium qui développe la couleur jaune. 

Effectuer les lectures au spectromètre à la longueur d’onde de 420 nm. Soustraire des densités 

optiques lues pour les étalons, la valeur relevée pour le témoin. Construire la courbe 

d’étalonnage. 

 

Mode opératoire 

Introduire 10 ml d’eau dans une capsule de 60 ml (pour des teneurs en azote nitrique 

supérieures à 10 mg, opérer une dilution). Alcaliniser faiblement avec la solution d’hydroxyde 

de sodium. Ajouter 1 ml de solution de solution de salicylate de sodium puis poursuivre le 

dosage comme la courbe d’étalonnage. Préparer de la même façon un témoin avec 10 ml 

d’eau bidistillée. 

Effectuer les lectures au spectromètre à la langueur d’onde de 415 nm et tenir compte de la 

valeur lue pour le témoin. Se reporter à la courbe d’étalonnage (figure 24). 
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Expression des résultats 

Pour une prise d’essaie de 10 ml, la courbe donne directement la teneur en azote 

nitrique exprimé en milligrammes par litre d’eau. Pour obtenir la teneur en nitrate (NO3
-
), 

(KNO3),  multiplier ce résultat par 4,43 et 7,27 respectivement. 

 

Droite d’étalonnage du dosage des nitrates : 

 

Y = 0,00624 + 0,25353 X 

 

Coefficient de corrélation R = 0,99935 
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage reliant concentration des nitrates à la densité 

 optique (DO (415nm)). 

 

 

I.2.3.2.Dosage de la source de carbone : 

Le dosage de la source de carbone est effectué par l’intermédiaire d’une oxydation 

chimique (méthodes de DCO). 

 

Mode opératoire : 
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Introduction : 

La demande chimique en oxygène ou DCO est une mesure de toutes les matières 

organiques d’une eau résiduaire ou naturelle. Son principe repose sur l’oxydation à chaud en 

milieu sulfochromique concentré des matières organiques de l’échantillon et sur le dosage du 

chrome héxavalent résiduel. 

 

Principe : 

Les méthodes proposées reposent sur l’oxydation énergique en milieu sulfochromique, 

cette oxydation permet une dégradation plus poussée de la matière organique, suivant un 

protocole d’oxydation plus reproductible. 

 

Appareillage : 

Bloc chauffant à 150°C à 25 postes, capable de recevoir des tubes à vis. Spectromètre 

double faisceau et cuve. 

 

Réactifs : 

‐ H2SO4 concentré (d=1.83) contenant AgSO4 (6,6 g.L
-1

) 

‐ HgSO4 purifié en poudre. 

‐ K2Cr2O7 à 8,333 10‐3 mol/L (2,4518 g.L
-1

) 

 

Protocole : 

Introduire dans un tube, 3 ml de la solution acide, 0,1 g de sulfate de mercure, 2 ml 

d’échantillon (ou d’eau distillée pour le blanc) et un ml de la solution de dichromate de 

potassium. 

Apres fermeture hermétique et homogénéisation, le tube est placé dans le réacteur pendant 2 

heures suivant la concentration en oxydant choisie. 

 

La concentration en dichromate de potassium est de 4,167.10‐2 mol/l, le dosage final se fait 

par absorptiomètrie à 610 nm : cette longueur d’onde correspond au "pic" d’apparition de la 

forme réduite Cr
3+

. La concentration mesurée doit être retranchée de la valeur correspondant 

au blanc avant d’obtenir la DCO par l’utilisation d’une courbe d’étalonnage. 
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Etalonnage 

L’étalonnage a été effectué à partir d’une solution mère d’acide benzoique (183 mg/L
-1

pour 

un DCO 360 mg.L
-1

) : La DCO des différentes solutions a été traitée suivant le protocole 

établi et a permis la construction de la droite d’étalonnage DO = f(DCO). 

 

Y=-0.00126+3.5257
 
E-4X 

 

Coefficient de corrélation R3 = 0,9984 
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage de la DCO 

 

 

 

I.3.Les conditions opératoires : 

Les cultures sont réalisées en réacteur batch (bouteilles en verre scellées d’un volume 

total de 500 ml) contenant 200 ml de notre milieu chargé avec différentes concentrations des 

différentes sources de carbone utilisées. Elles sont par la suite inoculées par 5 ml de boues 

activées prélevées dans la station d’épuration d’El Menia‐Constantine. Rappelons que 

l’inoculation est effectuée grâce à une préculture adaptée (comme mentionné précédemment) 

à nos sources de carbone et au nitrate afin de réduire le temps de latence. 

Les réacteurs sont ensuite hermétiquement fermés et maintenus à 32°C. 
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Des prélèvements horaires d’échantillons liquides sont effectués à partir des réacteurs, à l’aide 

d’une seringue sans les ouvrir, afin de réaliser le suivi de la croissance bactérienne, les 

concentrations en nitrates et le pH. 

 

Ces prélèvements d’un volume de 6 ml, sont répartis dans deux tubes comme suit : 

� 2 ml de volume total permet la lecture de la densité optique suivie de la mesure du  

pH. 

� Le volume restant (4 ml) est injecté dans un tube fermé, il subit alors une 

centrifugation à 7000 t/mn pendant 10 min afin d’obtenir un surnageant exempt de 

cellules microbienne. Les échantillons conservés dans des flacons à 3°C permettent  

ainsi la mesure de la concentration en nitrates par la méthode de salicylate de sodium. 

 

 
 

 

Figure 26: Photographie des conditions de notre travail 
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CHAPITRE III 
 

Résultats et Discussions 
 

 

 

I. Etude de la dénitrification en utilisant le méthanol comme source de carbone : 

 

Il est préféré de s’assurer que nos micro-organismes  prélevés dans la station 

d’épuration d’El Menia Constantine sont capables d’éliminer les nitrates avant de commencer 

notre étude.  Afin que nous puissions comparer les résultats déjà obtenue dans la littérature, 

nous avons commencé par l’utilisation de la même source de carbone.  

 

L’étude de la biodégradation du méthanol a été faite dans des conditions et des milieux variés, 

y compris les eaux de surfaces, les eaux usées, les eaux souterraines, les sédiments du sol. Le 

méthanol se dégrade  complètement et sa dégradation ne produit pas d’intermédiaires 

persistants [Howard P.H., 1990]. IL est dégradé par une large variété de bactéries aérobies et 

anaérobies. 

 

Les expériences ont  montré que la nature de la source de carbone a une grande influence sur  

la voie de réduction du nitrate. [Purtschert I. et al 1996, Foglar L. et al 2003, Maneesha P. et 

al, 2009] ont utilisé le méthanol comme une source de carbone dans la dénitrification. Foglar 

L. a trouvé un taux de dénitrification de 97 % pendant 63 heures de traitement. [Bilanovic D. 

et al, 1999] ont trouvé que l’ajout du méthanol améliore le taux de dénitrification dans la 

station d’épuration en printemps. 

 

Notre travail a été  commencé par l’utilisation du méthanol comme source unique de carbone 

et d’énergie dans le processus de dénitrification pour voir les capacités de nos micro- 

organismes à dégrader le méthanol et les nitrates en même temps. 

 

I.1. Etude de la croissance bactérienne : 

Initialement nous avons utilisé le méthanol comme source  unique de carbone et 

d’énergie à une concentration (500 mg.L
-1

) avec le nitrate comme accepteur final d’électrons 
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(N-NO3
- 

=137,80 mg.L
-1

) et nous suivons l’évolution de la croissance bactérienne et la 

concentration des nitrates en fonction du temps afin d’étudier l’adaptation physiologique 

d’une culture mixte incubée dans un milieu synthétique. Le bioréacteur est maintenu à 32°C.  

Au cours d’incubation nous avons observé :  

• L’augmentation de l’opacité du milieu qui s’explique par la multiplication des 

microorganismes. 

• L’apparition des bulles de gaz qui s’explique par la réaction suivante : 

 

Source de carbone  + NO3
-                                

N2  +  CO2  +H2O 

 

Les résultats sont représentés sur la figure suivante : 
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Figure 27: Cinétique de la croissance bactérienne avec le méthanol comme source de 

carbone. 

 

La cinétique de la croissance bactérienne que montre la figure 27 suit quatre phases 

principales : 

  

(I) La première phase qui est la phase de latence durant laquelle le nombre de bactéries 

reste constant, correspond à une période où les bactéries inoculées dans le milieu s’adaptent à 
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leur nouvel environnement et synthétisent les enzymes nécessaires à la métabolisation des 

substrats disponibles. 

 

Durant cette phase, il n’y a pas de division cellulaire : X = X0  = cte 

La vitesse de croissance  dx/dt est également nulle. 

(II) Au cours de la seconde phase de la croissance maximale (phase exponentielle), ou 

le taux de croissance reste constant. Le nombre de cellules en culture et leur masse 

augmentent proportionnellement au temps, selon une progression géométrique; c'est‐à‐dire 

exponentiellement. 

 

Taux de croissance bactérien 

La définition du taux de croissance bactérien µ (h
-1

) au cours de la croissance dans un réacteur 

batch durant chaque instant (t) : 

 

                 Le poids sec de la               Croissance           Transport               La lyse 

                     =             de           -           de            -           de                                          

Biomasse accumulée         la biomasse         la biomasse        la biomasse 

 

 

��

��
�  � � 	




�  
 � 	  � � … … … … … … … ��� 

 

X : concentration de la biomasse (masse / unité de volume). 

µ : taux de croissance spécifique (temps
-1

). 

F : flux de la biomasse (volume / unité de temps). 

V : volume de la biomasse (unité de volume). 

αααα : taux spécifique de lyse (temps
-1

). 

 

Aucun transport de la biomasse (influent et effluent) n’à lieu, car on a utilisé un réacteur batch 

et si on suppose que la croissance est en phase logarithmique, la respiration endogène (la lyse) 

fortement négligeable et donc αααα <<<<<<<< µ. 

En écrie l’équation (1) : 

 

��

��
�  � � � �� … … … … . ��� 
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rg : taux de croissance bactérien (masse / volume. temps). 

 

Taux d’utilisation du substrat 

La consommation des substrats c’est pour fournir le nécessaire en nutriments, en énergie, en 

composés structuraux de la croissance bactérien. 

 

Accumulation       alimentation      le substrat       le substrat         le substrat          le substrat     

                         =        en             -  consommé   -  utilisé pour   -   consommé     -  consommé                     

du substrat               substrat             pour la          les produits         pour la               pour le 

                                                        croissance      de synthèse       maintenance      transport  

   

 

��

��
�  




�
 . � 	  

��

��
��

 	 
���

��
��

 – �� –

′

�
 . �′ … … … . . . ���   

 

S et S’ : concentration du substrat injecté et rejeté du bioréacteur respectivement (masse / 

unité de volume). 

��

��
  : vitesse de consommation du substrat (ou demande instantanée).   

F et F’ : flux du milieu injecté et rejeté du bioréacteur (volume / temps). 

V : volume de la culture (unité de volume). 

YX/S : coefficient de production de la biomasse (masse de cellule formée / masse de substrat 

consommé) 

YP/S : coefficient de production des produits de synthèse (masse de produit formé / masse de 

substrat consommé). 

µ et qp : taux spécifique de croissance et de formation de produit respectivement (temps
-1

). 

 

Le réacteur batch n’a ni alimentation en substrat ni transport du substrat donc l’équation (3) 

peut être réécrite sous la forme suivante : 

 

��

��
�  	 

��

��
��

 	 
���

��
��

 – �� … … … . . . ���   
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Souvent et spécialement en culture aérobie le coefficient de maintenance est insignifiant au 

terme  
��

��
��
 et si aucun produit n’a été formé l’équation (4) devient : 

   

��

��
�  	 

��

��
��

 � 	 
�

��
��

.
��

�� 
� ��� … … … . . . � �   

 

Donc :  

�� � 	��
�� .   ��� … … … . �6�  

 

rsu : taux d’utilisation du substrat (masse / unité de volume).  

 

Rendement de croissance et productivité 

A tout instant de culture, on peut calculer un rendement instantané 

��
�� �

��

��
… … … �"� 

qui représente la quantité de biomasse produite par gramme de substrat consommé pendant un 

intervalle de temps très court [Guiraud. J.P., 1998]. Ce rendement est en générale constant 

tant que le substrat S est le seul facteur limitant de la croissance. La quantité de biomasse 

s’exprime habituellement en grammes de matière sèche (parfois en grammes de protéines). 

Le rendement global s’applique à l’ensemble de la culture : 

��
�� �

∆�

∆�
�

�� 	 �$ �

�� 	 �$ �
… … … �%� 

En grammes de biomasse (masse sèche) produits par grammes de substrat consommé. 

La productivité est la quantité de biomasse produite par unité de volume et de temps. 

                            

         &�   �
∆�

∆�
�

�'�$ 

�'�$ 
… … … �(�           (g .L

-1 
.h

-1
) 

 

Calcul du taux de croissance spécifique et productivité :  

Le taux de croissance spécifique µ [Guiraud. J.P., 1998] est calculé à partir de la relation 

suivante : 

µ = (ln Xmax - ln X0)/(tmax - t0) ………….(10) 

 

La quantité de la biomasse produite (productivité) &�   est calculée à partir de l’équation (9) 
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Les calcules montrent que : 

µ =0,07 h
-1

 

 

)*    = 5.215 mg .L
-1

.h
-1 

 

(III)Au cours de la troisième phase (phase dite de croissance ralentie ou la phase de 

décélération), l’insuffisance de nourriture entraîne un ralentissement de la croissance 

bactérienne. On a observé  alors un début de plafonnement de la masse cellulaire. 

 

(IV)La quatrième phase correspond à une phase stationnaire qui signifie qu’à ce 

moment il n’y a aucune augmentation du nombre de bactéries et ces dernières utilisent les 

réserves accumulées précédemment. Le taux de croissance par organisme est nul. 

 

I.2. Cinétique de la réduction des nitrates : 

Dans cette partie nous avons suivi l’évolution de la concentration des nitrates en 

fonction du temps, on a utilisés 150 mg /L des nitrates comme accepteur final d’électron. Le 

bioréacteur et maintenu à 32°C. 
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Figure 28 : Cinétique de la réduction des nitrates avec le méthanol comme source de carbone. 
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Au moment  que les nitrates seront presque totalement consommer la croissance bactérienne 

s’arrête. Ceci montre que la dénitrification n’est qu’une alternative à la respiration classique 

de l’oxygène. Ainsi les nitrates sont utilisés comme accepteurs finaux d’électrons qui sont 

transférés le long de la chaîne respiratoire [Tiedje J. M., 1988]. 

Pendant la phase de croissance exponentielle la vitesse moyenne de disparition des 

nitrates est :   

Vmoy = 3,51 mg.L‐1.h‐1. 

 

Une concentration en nitrates inférieure à 50 mg/L  la norme de l’Organisation Mondiale de la 

Santé (O.M.S) est obtenue après 45 heures de traitement. 

La dénitrification s’arrête après 58 heures de traitement. La concentration des nitrates est alors 

de 23 mg.L‐1, ce qui donne un taux de dénitrification de 84,66 %. 

 

 

I.3. Suivi du pH du milieu réactionnel au cours de la dénitrification : 
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Figure 29 : Evolution du pH au cours de la dénitrification avec le méthanol comme source de 

carbone. 
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Au cours de la réduction des nitrates, on constate que les variations du pH  sont faibles (notre 

cas le pH varie de 7,02 à 8,41) (figure 29). Montrant ainsi que le pH optimal pour la 

dénitrification est compris entre 7 et 8 [Mouchet, 1982]. 

 

I.4. Effet de l’oxygène sur le processus de dénitrification 

 

I.4.1. Effet de l’oxygène sur la croissance bactérienne   

Nous avons étudié le rôle de l’oxygène sur le mécanisme de dégradation du méthanol et 

de la capacité de dénitrification de nos micro-organismes, pour l’optimisation des conditions 

opératoires affectant le processus de dénitrification, en utilisant deux types de cultures : 

� Une culture anoxie par barbotage d’azote. 

� Une culture aérobie par barbotage d’oxygène. 
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Figure 30 : Effet de l’oxygène sur la croissance bactérienne en fonction du temps. 

 

La figure ci-dessus montre l’évolution de la croissance bactérienne en présence et en absence 

de l’oxygène en utilisant le méthanol comme source de carbone. La phase de latence des 

microorganismes dans le milieu aérobie est plus importante que celle dans le milieu anoxie ce 

qui explique que les micro-organismes anoxiques s’adaptent à leurs nouvel environnement 

(présence d’oxygène), une fois que les microorganismes anoxiques synthétisent les enzymes 
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aérobioses, le taux de croissance en présence d’oxygène et de nitrate est supérieur à celui 

observé avec le nitrate seul (anoxie).   

 

Tableau 7 : Calculs du taux de croissance et productivité pour les deux cultures. 

  

&�    (mg.L.h
-1
) 

 

µ (h
-1
) 

 

YX/S  

 

Aérobie 

 

5,821 

 

0,095 
 

 

0,326 

 

Anoxie 

 

4,643 

 

0,081 
 

 

0,260 

 
 

I.4.2 Effet de l’oxygène sur la dégradation du méthanol 
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Figure 31 : Effet de l’oxygène sur la dégradation du méthanol 

 

La figure 31 on remarque une légère influence sur la dégradation du méthanol en présence de 

l’oxygène. Au milieu anoxique une dégradation totale du méthanol au bout de 40 heures, la 

demande globale du substrat [Guiraud. J.P., 1998] est calculée a partir de la relation suivante : 

)+ �
∆,

∆-
�

�$ 	 �

- 	 -.
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)+ = 28,43 mg L
-1

 h
-1

 a été observé.  Tandis que au milieu aérobie se fait au bout de 44 heures 

avec une demande globale du substrat de )+ = 15,57 mg L
-1

 h
-1

. 

 

I.4.3 Effet de l’oxygène sur la dégradation des nitrates  

Le processus de la dénitrification se produit beaucoup plus en milieu anaérobie en 

produisant de l’énergie. La dénitrification sera limitée en présence de l’oxygène mais le 

rendement de la dénitrification anaérobie est très important. Il parait que l’oxygène ait un rôle 

prépondérant sur l’activation ou l’inactivation des enzymes dénitrifiantes [Parsons L et al, 

1993]. On pensait que le milieu devrait être absolument anaérobie [Hutchinson K et al, 1993], 

mais des expériences ont montré qu’il pouvait y avoir dénitrification même avec certaine 

pression d’oxygène [knowles R, 1982 ; Lioyd D, 1993]. En effet certaines bactéries peuvent 

tolérer un faible taux d’oxygène, et réaliser la dénitrification utilisant à la fois l’oxygène et les 

nitrates comme accepteur final d’électrons.  
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Figure 32 : Effet de l’oxygène sur la dégradation des nitrates. 

 

 

La figure 32 montre que le taux de dénitrification dans les conditions aérobie est de 70,50 % 

tandis que dans les conditions anoxiques est de 98,80 %. 
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Conclusion 

On utilisant le méthanol comme source de carbone et d’énergie dans des conditions anoxiques 

on atteint un taux de dénitrification 98,80 % qui est comparable à celle de [Foglar L, 2003].  

Selon nos expériences qui atteignent un taux de dénitrification très élevé, nous pouvons 

conclure que nos micro-organismes prélevés de la station d’épuration d’El Menia Constantine 

dénitrifie bien en condition anoxique.       

 

 

II. Etude de la dénitrification en utilisant le succinate de sodium comme source de 

carbone  

 

II. 1. Suivi de la dénitrification en présence de 500 et 1000 ppm du succinate de 

sodium comme source de carbone   

 

II. 1.1. Cinétique de la croissance bactérienne  

Dans un premier temps, nous avons montré l’efficacité de dénitrification de nos micro-

organismes prélevés de la station d’épuration d’El-menia Constantine, par la suite nous 

essayons d’optimiser les conditions nécessaires de dénitrification.  

Pour cela nous avons suivi l’évolution de la croissance bactérienne et la concentration des 

nitrates en fonction du temps en utilisant 500 mg.L
-1

  et 1000 mg. L
-1

 du succinate de sodium 

comme source unique de carbone et d’énergie avec le nitrate comme accepteur final 

d’électrons (N-NO3
-
 = 150 mg.L

-1
). 

Les résultats sont illustrés sur le graphe ci-dessous : 
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Figure 33 : Cinétique de la croissance bactérienne en présence de 500 ppm et 1000 ppm du 

succinate de sodium comme source de carbone. 

 

D’après la figure 33 et pour les deux concentrations du succinate de sodium utilisé on a 

observé une augmentation de la biomasse plus importante pour 1000 mg.L
-1 

par rapport à  

500 mg.L
-1

. 

 

II. 1.2. Cinétique de la réduction des nitrates en présence de 500 ppm du 

succinate de sodium comme source de carbone   
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Figure 34 : Cinétique de la réduction des nitrates en présence de 500 ppm du succinate de 

sodium comme source de carbone. 

 

En utilisant 500 ppm du succinate de sodium comme source de carbone, une inhibition de 

dénitrification a été remarquée pour une concentration de 68 mg.L
-1

 de NO3
-
 > 50 mg.L

-1
 

concentration admissible par l’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) et un taux de 

réduction des nitrates de 54,67 %. 

 

Le pH évolue très peu, passe de 7,04 à 7,46 (figure 35). 
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Figure 35 : Variation du pH  au cours de la réaction de la dénitrification en présence de  

500 ppm de succinate de sodium comme source de carbone.  

 

  II. 1.3. Cinétique de la réduction des nitrates en présence de 1000 ppm du 

succinate de sodium comme source de carbone 

Nous avons augmenté la concentration du succinate de sodium comme source de 

carbone et d’énergie à 1000 mg.L
-1

, pour un rendement de la réaction de dénitrification 

important  (figure 36) avec une vitesse moyenne de dénitrification égale à 4,23 mg.L
-1

.h
-1

.        
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Figure 36 : Cinétique de la réduction des nitrates en présence de 1000 ppm du succinate de 

sodium comme source de carbone. 

 

 

Le pH passe dans ce cas de 6,68 à 7,26 (figure 37). 
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Figure 37: Variation du pH  au cours de la réaction de la dénitrification en présence de 

1000 ppm de succinate de sodium comme source de carbone. 
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D’autre par, nous avons suivi l’influence des paramètres de la dénitrification (concentration 

initiale de la source de carbone, rapport C/N, concentration en chlorures). 

 

II.2.Les paramètres de contrôle de dénitrification     

 

II.2.1. Effet de la concentration initiale de la source de carbone 

 

Le processus de la dénitrification étudié a permit d’évaluer l’effet de la concentration 

initiale de la source de carbone dans nos conditions opératoires. 

Nous avons réalisés des expériences avec des concentrations initiales en succinate de sodium 

de 1000 ppm, 2000 ppm et 3000 ppm, des mesures ont été prises en concomitance de la 

croissance bactérienne, la réduction des nitrates et le pH en fonction du temps. Les résultats 

obtenus sont représentés ci-dessous. 
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Figure 38: Effet de la concentration initiale du succinate de sodium sur la croissance 

bactérienne. 
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Figure 39 : Effet de la concentration initiale du succinate de sodium sur la réduction des 

nitrates.  

 

D’après les figure 38 et 39 ci-dessus on a observés que l’augmentation de la concentration 

initiale de succinate de sodium donne un meilleur rendement de biomasse  accompagné d’une 

réduction considérable  au temps pour l’élimination totale des nitrates, avec cela  le temps de 

latence remonte, mais en sont absence aucune croissance bactérienne n’est observé.  

Le processus de dénitrification étant consommateur d’ions H
+
. La figure 40 montre une 

remonter  du pH (légère basicité). 

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

0

2

4

6

8

10

12

14
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

0

2

4

6

8

10

12

14

 [succinate]
0
 = 0 ppm

 [succinate]
0
 =1000 ppm

 [succinate]
0
 =2000 ppm

 [succinate]
0
 =3000 ppm

 

 

p
H

Temps (h)

 

Figure 40 : Effet de la concentration initiale du succinate de sodium sur  le pH. 
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II.1.2. Effet du rapport C/N 

Nous avons fait varier le rapport (Substrat entré / Nitrate entré) pour évaluer l’effet du 

rapport C/N, sachant que la quantité du nitrate est ajustée en fonction de celle de carbone = 

207,4 ppm comme le montre le tableau 8. 

 

Tableau 8 : Les concentrations équivalentes des différentes valeurs du rapport C/N. 

KNO3 (ppm) C/N 

0 0 

1000 1,5 

3000 0,5 

5000 0,3 

  

 

Les résultats sont représentés ci-dessous  
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Figure 41 : Effet du rapport C/N sur la croissance bactérienne. 
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Figure 42 : Effet du rapport C/N sur la réduction des nitrates. 

 

 

Selon la figure 41 on observe que le rapport C/N = 0 inhibe la croissance bactérienne, toute 

fois l’effet de l’augmentation du rapport C/N est légèrement plus favorable aux cinétique de la 

croissance. 

 

La figure 42 montre qu’avec un rapport C/N =1,5 et à l’instant t = 54 heures une élimination 

total des nitrates. Toute fois, une inhibition de dénitrification a été observé avec les autres 

rapports (C/N = 0,5 et C/N = 0,3). Les taux de réduction des nitrates étaient 69,14 %, 42,49 % 

respectivement. 

 

Nous concluons que pour un meilleur rendement de dénitrification soit le rapport C/N 

pondéral égale à 1,5. 

       

II.1.3. Effet des chlorures 

Nous avons étudiés l’effet des chlorures sur la croissance bactérienne car notre travail 

a été porté sur le traitement biologique des eaux usées ou eaux souterraines qui peuvent en 

générale être salées (figure 43). 
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Figure 43 : Effet des chlorures sur la croissance bactérienne. 

 

 

La figure ci-dessus montre l’étude cinétique de croissance en présence de plusieurs 

concentrations de NaCl (0 mg.L
-1

, 1 mg.L
-1

, 5 mg.L
-1

, 15 mg.L
-1

). 

 

L’absence des chlorures fait augmenter la capacité de croissance. Cependant, la plus forte 

concentration diminue la cinétique de croissance de nos micro-organismes (se développent 

après un temps de latence de 30 heures). 

 

La figure 44  montre l’effet des chlorures sur le pH en remarque une légère variation du pH. 

Toutefois, la concentration supérieure des chlorures (15 g.L
-1

), leurs basses valeurs du pH 

consiste les résultats de la cinétique de croissance bactérienne (temps de latence élevé) donc il 

réduit la consommation d’ions H
+
.            
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Figure 44 : Effet des chlorures sur le pH. 
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Conclusion Générale 

 

  e problème de pollution des eaux en Algérie est devenu alarmant, l’une des 

principales pollutions des eaux souterraines par les produits diffus, d’origine 

notamment agricole, est la pollution par les nitrates. L’utilisation intensive des 

fertilisants azotés en agriculture sont perdus dans l’environnement sous forme de nitrates que 

l’on retrouve dans les cours d’eaux (rivières, lacs,…) ou dans les eaux souterraines.  

La pollution des eaux par les nitrates provoque un double risque, nuisances sur la santé 

humaine (Méthémoglobinémie), par ailleurs sa contribution avec les phosphates influe sur 

l’équilibre biologique (Eutrophisation). 

Le travail présenté a permis d’étudier la dénitrification par l’utilisation d’une culture mixte 

des micro-organismes prélevés dans la station d’épuration d’El Menia Constantine en réacteur 

batch en utilisant deux sources de carbone organique. Nous avons également étudié 

l’influence de plusieurs paramètres physico-chimiques qui peuvent avoir un effet inhibiteur ou 

accélérateur sur la dénitrification. 

� Les nitrates peuvent être éliminés soit par traitement physico-chimique (échanges 

d’ions, procédés membranaires) soit par traitement biologique (dénitrification 

hétérotrophe ou autotrophe). Cette étude montre que le traitement biologique semble 

être le mieux adaptée aux moyens de l’Algérie. 

� Les deux sources de carbones utilisés pour la croissance des micro-organismes 

prélevés dans la station d’épuration d’El Menia Constantine, leurs cinétiques 

commencent par une phase de latence, suivi d’une phase de croissance exponentielle 

et se termine par une phase de stagnation, jusqu'à la consommation totale de la source 

de carbone et la disparition du polluant. 

� Nos micro-organismes utilisés présentent une capacité de dénitrification en présence et 

en absence d’oxygène .En effet le taux de dénitrification en milieu aérobie (70,50 %) 

est moins important qu’en milieu anoxique (98,80 %). 

L
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� La réaction de la dénitrification à un grand rapport avec la nature de la source de 

carbone et la consommation d’ions H
+
. 

� Notre processus est fiable pour la dénitrification car l’utilisation du méthanol comme 

source de carbone et d’énergie pour l’élimination des nitrates donne un bon rendement 

de dénitrification qui est comparable aux résultats trouvés dans la littérature. 

� L’utilisation du succinate de sodium comme source de carbone est facilement 

assimilable par les micro-organismes et mieux pour réduire les nitrates. 

� L’utilisation des deux sources de carbones succinate de sodium et le méthanol 

entraines une légère augmentation du pH. 

� Le rapport C/N est un paramètre affectant l’élimination des nitrates. 

� La cinétique de nos micro-organismes diminue en présence d’une concentration élevée 

des chlorures.                        
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Annexe 2: Fonctions physiologiques des principaux éléments constitutifs des cellules 

microbiennes 

 
                          

ELEMENTS FONCTION METABOLIQUE 

Carbone Constituant des composés organiques 

Oxygène Constituant des composés organiques et de l'eau 

Hydrogène Constituant des composés organiques et de l'eau 

Azote Constituant des protéines, des acides nucléiques, des coenzymes 

Soufre Constituant des protéines et de quelques coenzymes 

Phosphore Constituant des acides nucléiques, des phospholipides, des coenzymes 

Potassium Constituant de plusieurs enzymes et intervenant dans la synthèse   

protéique 

Calcium Cofacteur d'enzymes extracellulaires (protéases) 

Magnésium Cofacteur de nombreuses réactions enzymatiques (ATP) 

Fer Constituant de cytochromes, cofacteur de certaines enzymes et des    

protéines transporteuses d'électrons. 

Manganèse Cofacteur de quelques enzymes 

Cobalt Constituant de la vitamine B 12 

Molybdène 

 

Nickel 

Zinc Cuivre 

 

 

Constituant de certaines enzymes 
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Annexe 3: Les caractéristiques physico‐chimiques du méthanol 

 

 

Source de carbone MeOH 

Formule moléculaire CH4O 

Synonyme Alcool méthylique 

Etat physique Liquide fluide 

Poids moléculaire 32 g /mol 

Densité 0,791 g/cm
3
 à 20°C 

Point d'ébullition 64,5°C 

Point de fusion - 97,8°C 

Point d'eclair 12°C 

Concentration de saturation 166 g/m
3
 

Viscosité 0,5513 à 25°C 

Conductivité thermique 190,16 mWm
-1

K
-1

 à 25°C 

Conductivité électrique 5.10
-9

 Ώ
-1

cm
-1

 à 25°C 
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Annexe 4: Les caractéristiques physico‐chimiques du succinate de sodium 

 

 

 

 

Source de carbone Succinate de sodium 

Formule moléculaire C4H4Na2O4 

Formule structurale NaOOCCH2CH2COONa 

Etat physique Poudre blanche 

Point de fusion > 400°C 

Densité 1.886 g/cm
3
 à 25°C 

 

Tension de vapeur 

 

<0.00015 hPa à100°C 

 

1.16E-7 hPa 

Solubilité dans l'eau >100 g/l à 25°C 
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Annexe 5: Cycle de krebs 

 

 

 

 

Cycle de krebs 
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Annexe 6 : La station d’épuration El Menia Constantine. 

Introduction  

Une station d’épuration est installée généralement à l’extrémité d’un réseau de collecte, 

sur l’émissaire principal, juste en amont de la sortie des eaux vers le milieu naturel. 

Elle rassemble une succession de dispositifs, empruntés tour à tour par les eaux usées. 

Chaque dispositif est conçu pour extraire au fur et à mesure les différents polluants 

contenus dans les eaux. La succession des dispositifs est bien entendu calculée en fonction 

de la nature des eaux usées recueillies sur le réseau et des types de pollutions à traiter. 

 
 

 

 

Présentation de la station d’épuration des eaux usées d’El Menia Constantine 

 

La station d’épuration des eaux usées de Constantine est situe a 12 Km de la ville, dans la 

daira de Hamma Bouziane, sur la route de Mila. Elle s’étend sur une superficie de 12 

Hectares. 

Elle à été mise en service le 15 mai 1997 et traite aujourd’hui une partie des rejets d’eaux 

usées déversées par la ville de Constantine. 

 

Les étapes de traitement 

Le processus de traitement comporte les étapes suivantes : 
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1. Criblage grossier a l’aide de cribles a barreaux mécaniques. 

2. Des canaux a sable aérées éliminent le sable et les graisses 

3. Le traitement biologique est accompli dans des bassins à aération mécanique. 

4. Décantation dans les clarificateurs circulaires racles secondaires. 

5. Les boues activées de retour sont refoulées par des pompes à vis et criblées a travers 

des cribles à barreaux moyens. 

6. Les eaux usées traitées utilisées à la fin de l’irrigation seront désinfectées au chlore.                                                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Procédé d’épuration de la STEP Constantine 

Arrive   principale Degrillage Pont dessableur degraisseur 

Bassin d’aération   

Pompes a vis  
Clarificateur  

Lits de séchage  

 

Epaisseur 

concentration des boues 

Chloration   

Reutilization en 

agriculture 300l/s  

Effluent vers oued 

Rhumel 

Boues en excés   

Recuperation des 

surnageants  
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Réutilisation des eaux usées urbaines épurées 

13% des eaux usées épurées sont réutilisées de manière directe par des agriculteurs.            

Les 87% d’eaux usées épurées produites par les stations d’épuration existantes non situées à 

proximité des périmètres agricoles, sont réutilisées indirectement à partir des oueds alimentant 

les barrages.  

 

 

 

                                                           
             

Bassins d’aération                                        Bassins de décantation 

 

                                                 
 

Lits de séchages                                                 Eaux usées épurées 
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Résumé 

L’utilisation intensive des engrais en Algérie a entraîné une accumulation des nitrates dans les 

réserves d’eaux, ce qui provoque la dégradation de leur qualité. Avec les années, cette 

situation s’accentue de plus en plus. Des analyses récentes on montrés un niveau critique de 

pollution des eaux souterraines par les nitrates dans la région du Haut Cheleff et la plaine de 

la Mitidja (200 à 270 mg/L) dépassant ainsi largement le seuil de 50 mg/L fixé par les normes 

de l’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S). Une concentration élevée des nitrates dans 

les cours d’eaux entraînera leur eutrophisation et la consommation de cette eau aura pour 

conséquence l’apparition de la méthémoglobinémie chez l’homme. 

Le travail que nous présentons ici consiste en une étude de la réaction de dégradation des 

nitrates des eaux potables par l’utilisation d’un processus biologique qui semble être le mieux 

adapté aux moyens dont dispose l’Algérie car il est économique et n’exige pas de grandes 

compétences technologiques par rapport aux techniques physicochimiques déjà connus. Ce 

processus nécessite l’utilisation d’un accepteur final d’électrons, souvent c’est un 

hydrocarbure tels que le méthanol, le glucose, le fructose….Dans notre cas nous avons testé à 

32°C dans un milieu nutritif approprié, le Succinate de sodium et le Méthanol, comme source 

unique de carbone et d’énergie ainsi que l’influence de différents paramètres influençant la 

dénitrification (le rapport C/N, la concentration initiale de la source de carbone et le pH). 

Nos expériences ont montré des cinétiques de croissance et de dénitrification différentes selon 

la nature de la source de carbone. L’effet de l’accroissement de la concentration initiale en 

nitrate en utilisant le méthanol comme source de carbone s’avère favorable aux cinétiques de 

croissance et a un effet secondaire sur la dénitrification. L’élimination des nitrates dans le cas 

du Succinate de sodium est rapide et complète, cependant, avec le méthanol cette élimination 

est partielle. L’augmentation de la concentration initiale de Succinate de sodium induit un 

meilleur rendement de conversion de ce dernier en biomasse et une réduction concomitante 

significative du temps nécessaire pour l’élimination totale des nitrates, cependant il y a une 

augmentation du temps de latence, alors qu’en leur absence, aucune croissance n’est observée. 

Mots clés : Dénitrification, méthanol, succinate de sodium, source de carbone, Nitrate, 

Culture mixte. 

 



Abstract 

 

The intensive use of fertilizers in Algeria led to an accumulation of nitrate in water, which 

causes degradation of quality. Over the years, this situation is growing increasingly. Recent 

analysis is shown a critical level of groundwater pollution by nitrates in the Nagorno Cheleff 

and Mitidja plain (200 to 270 mg / L) far exceeding the 50 mg / L set by the standards the 

World Health Organization (WHO). High concentrations of nitrates in rivers and 

eutrophication will lead to their consumption of this water will result in the occurrence of 

methemoglobinemia in humans. 

 
The work presented here is a study of the degradation reaction of nitrates from drinking water 

by using a biological process which seems best suited to the means available to Algeria 

because it is inexpensive and requires no major technological skills in relation to 

physicochemical techniques already known. This process requires the use of a final electron 

acceptor, is often a hydrocarbon such as methanol, glucose, fructose .... In our case we tested 

at 32° C in a medium nutritif appropriate, the Sodium succinate and methanol as a sole source 

of carbon and energy and the influence of different parameters affecting denitrification (the 

C/N, the initial concentration of carbon source and pH). 

 

Our experiments showed growth kinetics and denitrification different depending on the nature 

of the carbon source. The effect of increasing the initial concentration of nitrate using 

methanol as a carbon source is pro-growth kinetics and a secondary effect on denitrification. 

The nitrate removal in the case of sodium succinate is rapidly and completely, however, with 

the methanol elimination is partial. Increasing the initial concentration of sodium succinate 

induces a more efficient conversion of that biomass and a concomitant decrease significantly 

the time required for complete removal of nitrates, however, there is an increase in latency, so 

that 'in their absence, no growth is observed. 

 
Keywords: Denitrification, methanol, sodium succinate, carbon source, nitrate, mixed 
culture. 
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?@AB رAهEF GHIJ يLMوا ،QR?SMا TU اتWXYMا ZاآWF \Mإ W^ا_`Mا TU ةESbcM defSMام اEhXbiأدى اRmX  ،n?YIMا Wo \p@

wmb أ@q{|Yo TMR اdpzM وApFث اQR?SM اWXYMRx q?UA`Mات Eo TUى  ةw?M اRW?uvاF WmstXMو  .F SXIoW_اqMRr EJ هTU Tو

 q`?Xo)200 \Xr 270  Z}po /WXM ( W?efx وزR`XF50  Z}po /q?SMR�Mا qt�Mا qSsYo RmXو�� TXMا W?JR�SMا WXM. MاWXآ?_ ا

Mر واRmBvا TU اتWXYMا no q?MR�q?^RSMري اR`SMدي ا�J  و �ehXM  \Mدي إ�?b QR?SMا QLك ه�mXbراAm�  q?Y?xAp�AS?mX?o

WzHMى اEM مEMا. 

wS�Mي اLMا  QRYoE�qbدرا Aه RYه   qMإزا Mا q?�AMA?x q?pS@ امEhXbRx بWzMا QR?o no اتWXYMاX TF GIBvو اEHM w^RbAp

 qrRXSMاTU و q�pfo W?� RmBv W^ا_`Mا i qHIYMRx ىWHآ q?�AMAYfF راتRmo أي Gp|XF qUوW�SMا q?^RJ_?�Mت اR?Y{XpM. 

هQL اGp|XF q?pS�M اEhXbام �wxR ا�WXfMون اT^RmYM، و�AfJ Ro RHMRن ه?EروآAxWن weo اABRe?SMل ، واAp`MآAز ، 

 اR�X�iء ، RY?Ifbت اA�MدAJم واABRe?SMل E}oي  و�b در�EY@ 32 TU qJA�o qاRHXuرهZF  RوRYXMRr TU .... واW�MآAXز

، q�R|Mن واAxWfpM E?rر وE�Sآ �MLآ qbدرا n?HF�FW?�  q�pXhSMا woاA�Mا q?pS@ \p@  n?و�WXYMع ا_B)C/N  _?آWF ،

q�AStMا qن ودر�AxWfMر اE�o no TMوvاpH .( 

WXYات  ا�EXxا^WX pM  Tآ?_اW?��FM زRJدة  .E�o q�?H|M R�HFر اAxWfMن R`FqرWr RYxآ?q اASYM وB_ع اWXYMو�?H�X� �pXho nوأ

إزاqM اWXYMات qMRr TU . وABR� W?��Fي @B \p_ع اWXYMو�?n اWt ASYMآ?EhXbRx  qtMR�Mqام اABRe?SMل آE�Sر اAxWfMن

Wb مAJدA�Mت اRY?IfbJ ، woRآ wfzxو q� �o nfMq?^_� لABRe?SMا. 

اqpXfM اqJA?tM ، وGrR�J   إpJAt �\MأLmM nIrا اWo XM W?uvدود �دي إF\MاA�MدAJم  RY?IfIتM اEXxiا^WX  Tآ?_اM زRJدة

�زم �زاqM اWXYMاتMا ��AMا TU W?Hض آR�hBا �Mذ R?pآTU دةRJك زRYه ،�Mذ �oو ، noز  �?tx ،رRXXbا'،ZmxR?� TUi �r�J

ASB أي. 

 
�������ت اا������ :  WXYMع ا_Bن ،اتAxWfMر اE�o ،مAJدA�Mت اRY?Ifb ،لABRe?SMات، اWXYMياW?Xfx �?pu ،. 

 


