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Résumé

Nous avons étudié dans ce travail ’élimination des ions nitrate dans un réacteur batch a 30°C en utilisant une culture mixte prélevée dans
la station d’épuration d’El Menia (Constantine-Algérie). Nous avons commencé cette étude en utilisant le succinate de sodium comme
source de carbone. Le succinate de sodium faisant partie du cycle de Krebs est facilement assimilable par les bactéries. Son utilisation a
entrainé 1’élimination pratiquement complete (98,96%) des ions nitrate aprés 80 heures de traitement. Cette dégradation a entrainé une
augmentation du pH du milieu de 7,00 a 8,04. Il est connu que ’augmentation du pH entraine une diminution de I’activité bactérienne.
Nous avons remplacé le succinate de sodium par un mélange tampon d’acide acétique et d’acétate de sodium pour fixer le pH. Ceci a
augmenté la vitesse de dénitrification pendant les premiéres heures de traitement 13 ou I’effet tampon est maintenu. Cependant le
rendement final de la dénitrification a diminué. L’utilisation des sources synthétiques de carbone nécessite I’ajout d’un milieu nutritif
approprié. Certains produits naturels comme la farine de datte contiennent a la fois des sources de carbone et les éléments constitutifs du
milieu nutritif nécessaire pour la croissance bactérienne. La croissance bactérienne en présence de la farine de datte a été meilleure que
pour les deux premieres sources de carbone étudiées. Le rendement de dénitrification a été meilleur que pour le mélange tampon et
semblable & celui obtenu avec le succinate de sodium. Le pH optimal de dénitrification se situe dans la zone des pH neutres. La
dénitrification est compléte et ne s'arréte pas au stade de la formation des ions nitrite pour les trois sources de carbone.

Mots clés : Dénitrification, farine de datte, nitrate, source de carbone, culture mixte.

Abstract

We studied in this work the elimination of nitrate ions in a batch reactor at 30°C using a mixed culture taken from the treatment plant of
El Menia Constantine Algeria. We started this study using sodium succinate as a carbon source. Sodium succinate is part of the Krebs
cycle and is easily assimilated by bacteria. Its use resulted in the almost complete (98.96%) removal of the nitrate ions after 80 hours of
treatment. This degradation resulted in an increase in the pH of the medium from 7.00 to 8.04. It is known that the increase in pH leads to
a decrease in bacterial activity. We replaced the sodium succinate with a buffer of acetic acid and sodium acetate to fix the pH. This
increased the rate of denitrification during the first hours of treatment where the buffering effect is maintained. However, the final yield
of denitrification has decreased. The use of synthetic carbon sources requires the addition of an appropriate nutrient medium. Some
natural products such as date flour contain both carbon sources and components of the nutrient medium needed for bacterial growth.
Bacterial growth in the presence of date flour was better than for the first two carbon sources studied. The denitrification yield was better
than for the buffer mixture and similar to that obtained with sodium succinate. The optimum denitrification pH is in the neutral pH range.
Denitrification is complete and does not stop at the stage of nitrite ion formation for the three carbon sources.

Keywords : denitrification, date flour, nitrate, carbon source, mixed culture.
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Introduction :

La pollution des eaux par les nitrates a cause des
pratiques agricoles est un probléme croissant dans
les principales zones agricoles du monde [1-3]. Les
deux tiers des nitrates ajoutés se retrouvent dans les
écosystémes aquatiques [4, 5]. Le gouvernement
Algérien veut diminuer la facture des importations
alimentaires par une utilisation large et intense des
terres agricoles. L’utilisation accrue d’engrais a
entrainé une pollution progressive et continue des
réserves d’eau par les ions nitrate. Une ¢étude
réalisée sur le barrage Ghrib Ain Defla (Nord-
Ouest de I’Algérie) a montré que la concentration
des ions nitrate en juillet est le double de celle du
mois d’avril [6]. Cette période correspond a
I’intervalle de temps durant lequel les engrais sont
épandus dans les terres agricoles au voisinage de ce
barrage. Cette pollution a atteint aussi les eaux
souterraines. La concentration des ions nitrate dans
la nappe aquatique de la plaine de la Mitidja (Nord
de I’Algérie) a doublé en deux ans. Elle est passée
de 130 mg/L en 2002 a 260 mg/L en 2004 [7]
dépassant largement la norme O.M.S. (50 mg/L).
Des valeurs de 80 a 120 mg/L ont été mesurées
dans de nombreux puits captant la nappe de Chéria
(Nord-Est de I’Algérie) [8]. La consommation
d’une eau riche en ions nitrate provoque la
méthémoglobinémie chez 1’étre humain [9].Une
forte concentration de ces ions dans les eaux douces
continentales  de  surface  entraine leur
eutrophisation.

Il existe plusieurs techniques physicochimiques de
traitement des nitrates. Les plus utilisées sont les
procédés d’échanges d’ions, I’osmose inverse [10]
et les bioréacteurs @ membrane combiné/adsorption
sur charbon actif en poudre [11]. Les méthodes
d'élimination de l'azote par voie physico-chimique
ne semblent actuellement ni techniquement ni
économiquement intéressantes. Ce sont des
procédés d'une technologie assez complexe qui ne
sont pas recommandables pour les pays en voie de
développement. Les traitements biologiques
apparaissent comme les mieux adaptés dans la
majorité des cas, en raison de leur facilité de mise
en ceuvre et de leur colt modéré. Des processus
nouveaux ont été développés au cours des dernieres
décennies. Ils sont appliqués a 1’échelle industrielle
et au niveau des stations d’épuration [12].

La dénitrification biologique utilise des bactéries
pour la transformation des nitrates en azote gazeux.
[13, 14]. La présence d’une source de carbone
organique dans la dénitrification hétérotrophe est
nécessaire. Elle joue le role d’un donneur final
d’¢électrons [15]. Les autres parametres qui
influencent la dénitrification sont la concentration
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d’oxygene dissout [16], la température [17] et la
concentration initiale des ions nitrate a éliminer
[18]. La concentration et la nature de la source de
carbone ont un effet important sur la vitesse, le
rendement de dénitrification et le développement de
la biomasse [14]. La source de carbone a ajouter
doit satisfaire & certaines conditions comme le la
modicité du cout, I’absence de toxicité, la facilité de
stockage et la production de biomasse sans
adaptation des microorganismes. Le méthanol est la
source de carbone extérieur la plus utilisée. Il a
obtenu cette place grace a son faible colt et sa
facile assimilabilité par les microorganismes. Le
colt de la source de carbone représente plus de
50% du codt total de traitement [19, 20]. L’éthanol
et ’acide acétique constituent d’autres sources de
carbone commerciales intéressantes [21, 22].
L’inconvénient majeur lors de I’utilisation de ces
deux sources de carbone est I’accumulation des
ions nitrite lorsque la concentration initiale des ions
nitrate a éliminer est élevée. Ceci inhibe la
croissance des microorganismes [21]. Il existe
d’autres sources de carbone utilisées pour la
dénitrification comme les copeaux de bois [23], le
coton [14], le glucose, les pailles de blé [21,] et le
riz hydrolyseé [13].

Le but de cette étude est 1’utilisation de nouvelles
sources de carbone ayant des propriétés pouvant
améliorer la dénitrification hétérotrophe. La
premiére source que nous avons utilisée est le
succinate de sodium. Cette source fait partie du
cycle de Krebs. Elle est donc facilement assimilable
par les microorganismes. En outre, nous avons
utilise comme source de carbone un mélange
d’acétate de sodium et d’acide acétique. Ce
mélange tampon a pour but de fixer le pH du
milieu. L’efficacité des microorganismes ne sera
pas altérée par la variation du pH lors du traitement.
Pour finir, nous avons utilisé une source de carbone
naturelle: la farine de datte. La farine de datte
contient du saccharose, du glucose et du fructose
[24]. Ce sont d’excellentes sources de carbone. La
farine de datte contient aussi certains minéraux
comme le fer, le sodium, le potassium, Ile
magnésium, le phosphore le calcium, le cuivre, le
zinc, le manganése, 1’iode et certaines vitamines
comme les vitamines B9, B6, B5, B3, B2, B1, C et
la provitamine A [25]. Ces éléments formeront un
excellent milieu nutritif pour la croissance
bactérienne. L’utilisation de la farine de datte lors
de la dénitrification ne nécessite donc pas 1’ajout
d’un milieu nutritif approprié. De plus il n’y a
aucun risque d’intoxication du milieu récepteur par
I’excés non complétement dégradé de cette source.
A cela s’ajoutent les économies réalisées par la non
utilisation d’un milieu nutritif et par le bas prix de
la farine de datte.
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Il. Matériels et méthodes
1.1. Matériels

Un spectrophotometre UV-Visible Techcomp 8500
a été utilisé pour mesurer la densité de la population
bactérienne ainsi que pour le dosage des ions nitrate
et des ions nitrite. Le pH a ét€¢ mesuré a I’aide d’un
pH-métre HANNA instruments HI 8519 N. Une
microcentrifugeuse sigma 1-15 a été utilisée pour la
séparation des microorganismes du milieu nutritif.
Les bactéries utilisées dans ce travail ont été
prélevées dans le fond du bassin de dénitrification
de la station d’épuration des eaux d’El Menia
(Constantine-Algérie) [26]. Les germes dénitrifiants
existent dans les zones ou la concentration en
oxygéne dissout est faible [27]. Les boues
contenants les microorganismes prélevées dans la
station d’épuration sont miseS en suspension par
agitation dans de l’eau  distillée. Les
microorganismes récupérés aprés centrifugation
sont mélangés a une solution contenant le milieu
nutritif [28] dont la composition est donnée au
tableau 1, les ions nitrate (1000 mg/L) et la source
de carbone (1000 mg/L). Le mélange est introduit &
30°C dans un reacteur agité en anoxie obtenu par
barbotage d'azote pour favoriser la dénitrification
[29]. La croissance bactérienne est suivie par des
mesures de 1’absorbance a 600 nm a des intervalles
de temps réguliers. Au stade de la croissance
exponentielle, les microorganismes sont récupérés
par centrifugation et sont de nouveau introduits
dans une solution fraiche contenant le milieu
nutritif, les ions nitrate et la source de carbone. Le
cycle précédent est repris plusieurs fois avant
I’utilisation des microorganismes dans notre étude.
La farine de datte est obtenue par séchage, broyage
et tamisage des dattes. Seule la fraction
granulométrique entre 0,08 mm et 0,016 mm est
utilisée dans cette étude.

I1.2. Méthodes d’analyses

Le dosage des ions nitrate a été réalisé d'une facon
indirecte. Nous avons fait réagir les ions nitrate
avec le salicylate de sodium pour obtenir le
paranitrosalicylate de sodium. Ce dernier a été dosé
a 415 nm [30].

Les nitrites ont été dosés aussi d'une fagon
indirecte.  L’acide  sulfanilique en  milieu
chlorhydrique, en présence d’ion ammonium et de
phénol forme avec les ions nitrite un complexe qui
est dosé a 435 nm [30].

Le dosage de la source de carbone a été réalisé par
la mesure de la demande chimique en oxygene.
L’oxydation énergétique en milieu sulfochromique
de la matiére organique entraine une modification
de la concentration en dichromate de potassium. Le
dosage spectrophotométrique de I’oxydant résiduel
a 340 nm nous permet de déterminer la quantité de
la matiere organique présente dans notre échantillon
initial [30].

L’évolution de la turbidité durant nos expériences a
ét¢ mesurée a une longueur d’onde de 600 nm.
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Cette mesure nous a permis de déterminer
I’évolution de la quantité de biomasse. Une courbe
a été établie reliant la densité optique a 600 nm
avec la masse de la biomasse récupérée apres
centrifugation.

Tableau 1. Composition du milieu de culture [28]

Elements Concentrations
KH2PO4 1,00 gL
K2HPO, 1,00 g/L
KNO3 1,00 g/L
NaCl 1,00 gL
MgSO. 0,20 g/L
CaCl, 0,02 g/L
Solution TE 1,00 ml/L
pH Ajusté a 4,2

Tableau 2. Composition de la solution minérale

Eléments Concentrations
HCI 37% 6,76  ml/L
FeClz 4H.0 1,5 g/L
H3;BO3 0,06 g/L
MnCl; 4H,0 0,1 g/L
CoCl2 6H:0 0,12 g/L
ZnCl; 0,07 g/lL
NiClz2 6H20 0,025 g¢/L
CuClz 2H.0 0,015 g/l
NaMoO4 2H,0 0,025 g/L
EDTA 5,2 g/L

Ill. Résultats et discussions
I1l.1. Effet de la source de carbone sur la
croissance bactérienne et la dénitrification

Nous avons commencé notre travail par une étude
de la dénitrification avec un pH libre. Nous avons
utilisé une concentration initiale en ions nitrate
égale 1000 mg/L. Les sources de carbone utilisées
sont le succinate de sodium, un mélange tampon
d’acétate de sodium et d’acide acétique et
finalement la farine de datte. La dénitrification est
d’autant plus rapide que la quantit¢é de carbone
disponible est importante et  rapidement
biodégradable. Cette tendance s'inverse au dela d'un
certain rapport de la concentration du carbone sur
celle de l'azote (C/N). La vitesse maximale de
dénitrification dans nos conditions d'étude a été
obtenue pour une valeur du rapport C/N égale a 2,5
[29]. La consommation des ions nitrate par les
bactéries entraine leur multiplication. La figure 1
montre la cinétique de la croissance bactérienne.
Elle suit quatre phases principales quelque soit la
source de carbone utilisée. La premiére phase est la
phase de latence. Durant cette phase le nombre de
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bactéries reste constant. Elle correspond a une
période ou les bactéries inoculées dans le milieu
s’adaptent a leur nouvel environnement et
synthétisent les enzymes nécessaires a la
métabolisation des substrats disponibles. La durée
de cette phase varie selon la nature et la
concentration de la source de carbone utilisée. Dans
cette étude elle est de 10 heures pour le mélange
tampon, 18 heures pour la succinate de sodium et
20 heures pour la farine de datte. A la fin de cette
phase commence une deuxiéme phase ou la
croissance bactérienne est rapide. Le nombre de
cellules en culture augmentent exponentiellement
par rapport au temps. L’insuffisance des nutriments
pour les bactéries au cours de la troisieme phase
entraine un ralentissement de leur croissance. La
quatrieme phase correspond a une phase
stationnaire. Il n’y a aucune augmentation du
nombre de bactéries dans cette phase.

La croissance bactérienne est fonction de la nature
et de la concentration de la source de carbone.
L’utilisation du succinate de sodium donne un bon
taux de croissance des bactéries. Cette source de
carbone est facilement assimilable par les bactéries
car elle fait partie du cycle de Krebs [31]. Le pH
initial augmente au cours de la dénitrification. Il est
passé de 7,00 & 8,04 la fin de la dénitrification.
L’utilisation du mélange tampon comme source de
carbone améliore la croissance bactérienne surtout
au début du processus 1a ou I’effet tampon est
maximum. Cet effet diminue avec le temps a cause
de la consommation de la source de carbone par les
bactéries. Cela a pour effet I’inhibition de la
croissance bactérienne. La farine de datte constitue
un milieu nutritif naturel propice a la croissance
bactérienne. C’est la source de carbone qui donne le
meilleur taux de croissance.

180 T T T T T T T T
160 B Mélange tampon
® Farine de datte
A ; N e o oo
140 b Succinate du sodium ® |
o
°

120 4
>
€ ool ° aAA M 4 A ]
c A
5] ; a wmm
S °
3 80 |- ¥ a A
= L]
]
g eof 2 a i
i A

40 . i

LI
20 = g
fass s ogé
0 L L L L L L L L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 £y
Temps (h)

Figure 1. Croissance bactérienne

La figure 2 montre la cinétique de
dénitrification d'un gramme des nitrates pour les
trois sources de carbone.
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Figure 2. Cinétique de dénitrification

Les cinétiques de réduction des ions nitrate en
utilisant le succinate de sodium et la farine de datte
comme sources de carbone sont similaires. Le
traitement abouti & une concentration en nitrates
inferieure a 50 mg/L (la norme de ’0O.M.S) aprés
80 heures de traitement. Le taux de dénitrification
est de 98,96% et 97,66% pour le succinate de
sodium et la farine de datte respectivement. La
cinétique de dénitrification en présence du mélange
tampon est rapide durant les premiéres heures de
traitement. La dégradation du mélange tampon par
les bactéries inhibe son efficacité. Ceci entraine une
augmentation du pH et par conséquent diminue la
vitesse de dénitrification avec le temps. Le taux de
dénitrification dans ce cas est de 79,31%.

I11.2. Production des nitrites au cours de la
dénitrification

La denitrification biologique est un processus
anoxique dans lequel les nitrates sont transformés
en nitrites puis en azote gazeux sous 1’action des
bactéries hétérotrophes. [12, 13]. Les nitrates ne
sont pas toxiques a dose physiologique tant qu’ils
sont sous cette forme. lls ont une toxicité indirecte.
Le danger vient de la possibilité de leur
transformation en nitrites qui ont une toxicité
directe [33]. Il faut donc s’assurer que la
dégradation des nitrates est compléte et ne s’arréte
pas au stade nitrite. Le processus ne sera pas
intéressant s'il y a une accumulation des nitrites
méme a des petites quantités (la norme O.M.S. pour
les nitrites est de 3 mg/L).

L'évolution de la concentration des nitrites en
fonction du temps de traitement est représentée sur
la figure 3. La concentration augmente pendant la
dénitrification et atteint une valeur maximale aprés
environ 10 heures de traitement pour la farine de
datte, 27 heures pour le mélange tampon et 35
heures pour le succinate de sodium. Les
concentrations des nitrites pour les trois sources de
carbone étudiées diminuent graduellement avec le
temps aprés ces pics. Une concentration inférieure
aux normes O.M.S. est observée apres 80 heures de

90
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dénitrification. Ces résultats suivent le modéle
typique de la dénitrification biologique [7].
L'augmentation de la concentration des nitrites est
passagére. L’accumulation des nitrites est moins
importante en présence du succinate de sodium car
cette source de carbone est plus facilement
assimilable par les bactéries.
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Figure 3. Evolution de la concentration des nitrites
au cours de la dénitrification

111.3. Dénitrification en utilisant la farine de
datte comme source de carbone

Les meilleurs résultats relatifs a la croissance
bactérienne et a la dénitrification ont été obtenus
avec la farine de datte comme source de carbone.
Seule cette source sera utilisée dans la suite de cette
étude.

111.3.1. Effet du pH sur la dénitrification

L'activité bactérienne dépend du pH lors de la
dénitrification [34, 35]. Ceci est due au fait que la

plupart des enzymes intervenant dan la
dénitrification ont un groupe basique ou un groupe
acide intervenant dans l'action catalytique.

L'association des ions hydrogéne ou hydroxyle
produits dans le milieu avec le groupement acide ou
basique de l'enzyme conduit une perte de son
activitt  catalytigue [36]. Le processus de
dénitrification dépend de I'activité bactérienne et
donc du pH. Nous avons représenté sur la figure 4
l'effet du pH initial sur le rendement de
dénitrification apres 100 heures de traitement et une
concentration initiale en ions nitrate égale a 1000
mg/L. Il est clair que la dénitrification est optimale
pour les pH se situant entre 6;5 et 7,5. Nous avons
un taux de dénitrification de 95% pour un pH initial
de 7,00.
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Figure 4. Effet du pH sur la dénitrification avec la
farine de datte comme source de carbone

Conclusion

L'efficacité d'une culture mixte prélevée dans la
station d’épuration d’El Menia (Constantine —
Algérie) a été testée pour la dénitrification. Nous
avons étudié trois sources de carbone dans un
réacteur batch: le succinate de sodium, un mélange
tampon d'acétate de sodium et d'acide acétique et
finalement la farine de datte. L’utilisation d’une
source de carbone synthétique nécessite 1’ajout d’un
milieu nutritif approprié. A cet effet la farine de
datte a été utilisée & la fois comme source de
carbone et milieu nutritif. La cinétiqgue de
croissance commence par une phase de latence,
suivie d’une phase de croissance exponentielle et se
termine par une phase de stagnation apres
I'épuisement de la source de carbone et du polluant.
Les cinétiques de réduction des nitrates pour le
succinate de sodium et la farine de datte sont
similaires et une concentration en nitrates inferieure
a 50 mg/L (la norme de 1’O.M.S.) est obtenue apres
80 heures de traitement avec un taux de
dénitrification de 97,66% et 98,96% pour le
succinate et la farine de datte respectivement.
L’utilisation du succinate de sodium a entrainé une
augmentation du pH qui passe de 7 a 8,04.
L’utilisation d’un mélange tampon acétique a
augmenté la vitesse de dénitrification pendant les
premiéres heures de traitement la ou I’effet tampon
est maintenu. La dégradation des nitrates en
utilisant les trois sources de carbone est complete et
ne s’arréte pas au stade nitrite. La formation de ce
dernier est seulement une étape intermédiaire.
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