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Les éléments les plus fréquents dans les eaux usées sont l'azote, le phosphore et parfois le 

potassium, le zinc, le bore et le soufre. Ces éléments se trouvent en quantités appréciables, 

mais en proportions très variables que ce soit, dans les eaux usées épurées ou brutes. En outre, 

la présence de matière organique sous différentes formes dans l'eau usée (solides en 

suspension, éléments colloïdaux et matières dissoutes) peut, par son effet à long terme sur la 

fertilité du sol, contribuer également à la stabilité structurale du sol (FAO, 2003). 

La teneur en nitrates des eaux est en augmentation continuelle ces dernières années. Des 

mesures préventives de lutte contre la pollution azotée sont mises en place, en particulier en 

matière de pollution diffuse agricole. Toutefois, la limitation des apports en surface n'aura un 

effet sur les teneurs dans les nappes qu'avec un retard correspondant au temps de transfert des 

nitrates, or celui-ci est souvent long. Des solutions curatives doivent donc être proposées aux 

populations concernées (OIE 1992). 

Les nitrates sont souvent associés à l’eau qui pourtant n’en contient que très peu comparée 

aux végétaux. Ainsi le problème des nitrates rentre dans le cadre  de l’optique du traitement 

des eaux. Les sources des nitrates dans les eaux souterraines comprennent les matières 

animales et végétales en décomposition, les engrais agricoles, les fumiers, les eaux usées 

domestiques (Jordon T.E et al, 1996). Les nitrates étant très solubles dans l’eau, l’excès non 

absorbé par les plantes rejoint la nappe phréatique. 

La pollution des eaux par les nitrates présente un double risque. Ingérés en grande quantité, 

les nitrates ont des effets toxiques sur la santé humaine. Par ailleurs, ils contribuent avec les 

phosphates à modifier l’équilibre biologique des milieux aquatiques en provoquant des 

phénomènes d’eutrophisation. 

L’élimination des nitrates est devenue possible grâce aux différentes techniques physico-

chimiques (échangeurs d’ions, osmose inverse). Les nitrates contenus dans les eaux urbaines 

sont essentiellement traités par voie biologique. Les boues activées, les biofiltres, les lits 

bactériens et le lagunage sont autant de procédés capables de réaliser ce traitement de manière 

plus ou moins poussé (Dupin, 1992). 

L’élimination biologique des nitrates sont des moyens les plus économique et les plus 

efficaces pour réduire les nitrates (Werner, 1991). 

La dénitrification est une alternative à la respiration classique de l’oxygène dans les zones peu 

oxygéné (Torbjon, 2000). Le nitrate joue le rôle  d’accepteurs d’électron dans l’oxydation de 
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composés oxydables  sous conditions anaérobies. Le produit ultime de la réduction est l’azote 

gazeux. 

Le traitement des eaux usées est de nos jours une composante essentielle de notre société. En 

effet, les stations d’épurations qui devaient autrefois traiter les eaux domestiques répondant 

ainsi à un besoin immédiat. Doivent désormais faire face à des problématiques plus poussées. 

Une des façons de traiter les rejets azotées est l’utilisation des procédées par biofiltration. 

Le choix du support capable d’abriter les populations bactériennes est l’un des paramètres clés 

conditionnant la performance du procédé par biofiltration. C’est dans cette optique que ressort 

la question de savoir si le support en céramique peut réaliser la dénitrification à partir d’une 

boue prélevée au niveau d’une station de traitement des eaux usées. 

L’objectif de ce travail est de tester la possibilité de valoriser les déchets de fabrication de 

brique à usage de construction bâtiment comme support de bio dénitrification dans un réacteur 

à lit fixe avec écoulement ascendant. Ainsi de mettre à la disposition des stations d’épurations 

par biofiltration un nouveau support. 

Avant d’aborder les résultats obtenus au cours de ce travail, une étude bibliographique a été 

menée afin de décrire l’importance de l’azote dans l’ensemble des systèmes vivants y compris 

les nitrates, leurs sources, leurs effet sur la santé et sur l’environnement, les différents 

procédés de traitement seront ensuite abordés,  

Le deuxième chapitre regroupe les appareillages et les méthodes spécifiques utilisés lors de 

l’expérimentation. 

Dans le troisième chapitre une série d’expériences a été faite d’abord pour l’étude de la 

dénitrification en utilisant l’acétate de calcium comme source de carbone et d’énergie. Les 

dosages des nitrates et nitrites, le suivi de pH, de la conductivité, de la température, de 

l’isolement et l’identification des micro-organismes de la dénitrification ont été effectués. 

Une conclusion, résumant les buts atteints et les perspectives qu’on peut atteindre par 

l’approfondissement de cette étude, termine ce mémoire.   
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I.1. Généralité sur l’azote 

 L’azote  représente la plus grande partie78% de l’air que nous respirons, l’oxygène n’y 

figurant que pour 21%, le 1% restant étant constitué de gaz. (Vilaginès, 2010). La présence 

des nitrates et des nitrites dans l’eau d’une nappe est signe de pollution suite à l’utilisation 

intensive des engrais chimiques, il se présente sous quatre formes : 

• L’azote organique se transformant en azote ammoniacal. 

• L’azote ammoniacal (NH4
+
) traduit un processus d’ammonification de la matière organique 

azotée.  

•Les ions ammoniums subissent une nitration par action des bactéries nitrifiantes. 

• L’azote nitreux (NO2
-
) provient d’une oxydation incomplète de l’azote. NH4

+
et NO2

-
 sont 

parmi  les matières indésirables dans l’eau. 

Les nitrites proviennent d’une oxydation incomplète des matières organiques. Comme les 

nitrates, les nitrites sont très répandus dans l’environnement, les uns et les autres se retrouvent 

dans la plupart des produits alimentaires, dans l’atmosphère et dans une grande partie des 

eaux. Les fortes teneurs correspondent à la réduction des nitrates en nitrites par les anaérobies 

sulfito-réducteurs. Elles peuvent également être liées à l’oxydation bactérienne de  

l’ammoniac 

• L’azote nitrique (NO3
-
) est produit par nitrification de l’azote ammoniacal. Il joue un rôle 

important dans le développement des algues et participe au phénomène d’eutrophisation. La 

présence des Nitrites dans l’eau   en quantité importante   dégrade la qualité de l’eau et 

Pourrait affecter la santé humaine (Belghit, 2009). 

L’azote  représente la plus grande partie78% de l’air que nous respirons, l’oxygène n’y 

figurant que pour 21%, le 1% restant étant constitué de gaz  (Vilaginès, 2010). 

Les stations d'épuration n'éliminent qu'environ 20 % de l'azote présent dans les eaux usées, 

par les traitements de nitrification – dénitrification. Pour satisfaire aux normes de rejet en 

zones sensibles, des procédés physiques et physico-chimiques complémentaires permettent 

l'élimination de l'azote par : électrodialyse, résines échangeuses d'ions, "strippage" de 

l'ammoniaque, mais ces traitement ne sont pas utilisés dans le traitement des eaux résiduaires 

urbaines, pour des raisons de rendement et de coût (Franck, 2002). 
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I.2. Cycle de l’azote 

Les nitrates (comme d’ ailleurs l’ammonium) sont des composes omniprésents de 

l’environnement dans lequel ils subissent un véritable cycle de transformation connu sous le 

nom de cycle de l’azote résumé dans la figure I.1(Vilaginès, 2010). 

 

                                           Figure I.1 : cycle de l’azote (Laurent et al, 1952) 

I.2.1. Fixation 

Correspond au passage de l’azote atmosphérique (N2) en azote combiné sous l’action de 

certains organismes qui consomment ce  N2 par la réaction de réduction : 

N2→ 𝑁𝐻3 Cellules …………………………..(I.1) 

I.2.2. Assimilation 

C’est la transformation de matière azotée minérale ou organique inerte en matière vivante. 

              NH2 

Matières azotées  NH3  R-CH          Protéinescellulaires

 (Minérales ou organiques)                              COOH   

        Acides aminés 
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I.2.3. Ammonification 

 C’est  la transformation de l’azote organique en azote ammoniacal a partir des composés 

azotées organiques provenant soit : 

-De l’excrétion de matières azotées par les organismes vivants  

- De la mort et la décomposition des cellules vivantes. 

Norg→NH3/NH4
+  

+produit carboné………………. (I.2) 

I.2.4. Nitrification 

 La nitrification est un procédé biologique réalisé par des micro-organique autotrophes 

spécialisée en deux étapes : 

- oxydation de NH4
+
 en nitrites NO2

- 
;  c’est l’ouvre essentiellement des bactéries de 

type Nitrosomonas selon la  réaction : 

2NH4
+ 

 + 3O2
- →2NO2

- 
+4H

+  
+2H2O …………………. (I.3) 

-oxydation de NO2
_ 

 en nitrates N03
_ 

; les bactéries responsables de cette deuxième réaction 

appartiennent principalement au genre Nitrobacter  

2NO2
-
+  O2 2NO3

-
………………………………………. (I.4)

 

D’où la réaction d’oxydation totale : 

NH4
+  

+ 2O2 2NO3
-  

+  2H
+  

 + H2O………………………. (I.5)
 

Donc la nitrification est l’oxydation de l’azote ammoniacal en nitrate par l’intermédiaire de 

bactéries nitrifiantes (Laurent  et al., 1952). 

I.2.5.Réduction assimilatrice 

 C’est la réduction des composés oxydés (NO2
,
 NO3

-
) en azote ammoniacal (NH4

+
). 

 

I.2.6. Dénitrification 

La dénitrification est définie comme étant la réduction du nitrate en azote gazeux par 

l’intermédiaire de bactéries dé nitrifiantes selon les réactions suivantes : 

NO3
-
 +2 H3O

+ 
  +2é     NO2

- 
+ 3 H2O………………………. (I.6) 
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NO2
-
 + 4 H3O

+  
 + 3é    ½ N2   + 6 H2O………………………. (I.7) 

I.3.Nitrates 

Nitrates sont des sels de l’acide nitrique. Ce sont des composés azotés naturels de formule 

chimique NO3- (ion nitrate), présents dans tous les écosystèmes. Ils sont essentiels à la 

croissance des végétaux qui les puisent dans le sol, mais peuvent devenir néfastes pour les 

plantes et les animaux s’ils sont trop abondants. Ils entrent dans la composition des engrais 

chimiques et naturels (fumiers). Ce sont des composés facilement entraînés par les eaux de 

pluie, de drainage, de ruissellement ou d’infiltration(Mammeri, 2007). 

I.3.1.Origine des nitrates dans les eaux 

Les nitrates existent dans les eaux à l’état naturel en absence de pollution. Leur concentration, 

alors, n’excède pas en générale 3 mg/l  à 5 mg/l dans les eaux superficielles et quelques mg/l 

dans les eaux souterraines. La majorité de la pollution azotée de l’eau provient de 

l’agriculture, les usages domestiques et l’industrie.    

Les engrais azotés épandus sur les sols contiennent des nitrates ou des composés qui seront 

transformés en nitrates par la faune microbienne du sol. Leurs  présence en excès est néfaste 

car se sont très solubles dans l’eau, donc très mobiles. Il suffit qu’ils soient en excédent par 

rapport aux besoins des plantes pour qu’ils soient lessivés ver les nappes souterraines ou 

qu’ils ruissellent vers les cours d’eau. 

 

I.3.2.  Effets des nitrates sur la santé                        

Le risque le plus important pour la santé que l’on associe à l’ingestion du nitrate est la 

méthémoglobinémie, ou la « maladie bleue ». Le nitrate est converti en nitrite dans l’estomac, 

puis il est absorbé par la circulation sanguine. C’est là qu’il agit sur la capacité des cellules 

rouges de transporter l’oxygène. 

 

I.3.3.Effet sur l’environnement 

 Les ions nitratent, avec les ions phosphates, sont aujourd'hui la cause majeure de la pollution 

des eaux. Ces ions très solubles dans l'eau sont facilement drainés par les eaux de pluie, de 

ruissellement et d'infiltration. La pollution par les ions nitrate conduit à une modification de 

l'équilibre biologique des milieux aquatiques en provoquant des phénomènes d'eutrophisation 
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des écosystèmes aquatiques, voire dystrophisation, ainsi que des marées vertes qui 

représentent un type particulier d'eutrophisation marine côtière.  

 

I .4. Traitements biologiques des nitrates  

La dénitrification biologique est l’un des procédés les plus efficaces pour l’élimination des 

nitrates des eaux polluées. Le principe de ce traitement est le même que celui des milieux 

épurateurs naturels, où les polluants biodégradables sont utilisés comme éléments nutritifs 

et/ou source énergétique pour les organismes vivants tels que les bactéries et les plantes. Les 

procédés biologiques sont multiples et de conceptions variées. On peut citer les procédés 

intensifs à cultures libres, les lits bactériens, les disques biologiques, les procédés de lagunage 

et la biofiltration (Burton et al. ,2006). 

 

I.4.1 Métabolisme dénitrifiant  

La dénitrification est un processus biologique au cours duquel les micro-organismes 

impliqués utilisent les formes oxydées de l’azote comme accepteur finaux d’électrons dans 

leur chaîne respiratoire, conduisant ainsi à la réduction du nitrate en azote gazeux via la 

formation de composés intermédiaires tels que le nitrite (NO2
-
), l’oxyde nitrique (NO) et 

l’oxyde nitreux (N2O) en conditions anoxie. Cette réaction est catalysée par différentes 

enzymes spécifiques appelées réductases (Pambrun ,2005). 

Chaque étape est catalysée par une enzyme particulière : nitrate réductase (NAR), nitrite 

réductase (NIR), oxyde nitrique réductase (NOR) et enfin oxyde nitreux réductase (N2OR) 

 

Figure. I.2: Réaction de dénitrification (Pambrun ,2005) . 

 

I.4.2. Types de micro-organismes   

Il existe une très grande diversité de genres bactériens capables de réaliser la dénitrification :  
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I.2.2.1 Bactéries hétérotrophes   

Les bactéries dénitrifiantes sont généralement des micro-organismes hétérotrophes aérobies 

facultatifs capables de réduire le nitrate et le nitrite en azote gazeux dans des conditions 

anoxie. La particularité de ces microorganismes réside dans leur faculté à utiliser soit 

l'oxygène soit les formes oxydées de l'azote comme accepteur final d'électrons dans la chaîne 

respiratoire. Ces bactéries sont donc dites aérobie/anoxie facultatives. De plus, la réduction 

des nitrates ou des nitrites consomme de l’énergie et doit donc être couplée à un processus 

produisant de l’énergie. Ces micro-organismes utilisent ainsi du carbone d’origine organique 

comme source de carbone.  

Dans les boues activées, les organismes susceptibles de conduire à la dénitrification sont très 

nombreux. Les organismes les plus couramment rencontrés sont Pseudomonas et Alcaligenes 

(Payne, 1981 ; Gamble et al ., 1977). La réduction biologique des bactéries hétérotrophes 

des nitrates se fait selon deux :  

 Réduction assimilative : les bactéries utilisent les nitrates pour les biosynthèses après 

réduction en ammoniaque (NH4
+
) (Tribune de cebedeau, 1982). 

 Réduction dissimulatrice : la réduction des nitrates en nitrites par respiration des 

nitrates avec réduction successive en nitrites puis azote gazeux, est effectuée par des 

bactéries anaérobies possédant une chaine respiratoire qui peut être couplée à la 

réduction des nitrates.  

 

I.4.2.2 Bactéries autotrophes  

Les bactéries hétérotrophes ne sont pas les seules à pouvoir réaliser la dénitrification, il existe 

également des micro-organismes autotrophes capables de réduire les formes oxydées de 

l’azote en utilisant du dioxyde de carbone ou des bicarbonates. Paracoccusou encore 

Thiobacillus, utilisent respectivement le di-hydrogène et des composés sulfurés réduits 

comme donneurs d’électrons (Pambrun ,2005). 

 

I.4.3. Facteurs influençant la dénitrification biologique 

Parmi les facteurs influençant la dénitrification, on trouve :  

 

I.4.3. 1. Température :  

En règle générale, la réaction semble être réalisée par des micro-organismes mésophiles. Mais 

il n’existe pas de conditions optimales de température pour réaliser la dénitrification.  
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Bien que la dénitrification semble possible entre 5°C et 75°C du fait de la grande diversité des 

germes dénitrifiants, la température constitue néanmoins une variable majeure affectant la 

vitesse de la réaction biologique. Par ailleurs, l’augmentation de la température est favorable à 

la réaction puisqu’elle entraîne une diminution de la concentration saturante donc du transfert 

en oxygène dissous, paramètre limitant la vitesse de dénitrification (Martin, 1979). 

 

I.4.3.2.pH  

Contrairement aux micro-organismes nitrifiants, les micro-organismes réalisant la 

dénitrification sont beaucoup moins sensibles aux fluctuations de pH. Le pH optimum semble 

se situer entre 7 et 8,7. La réaction de dénitrification entraîne une élévation de pH qui doit être 

contrôlé puisqu’il peut y avoir inhibition de la réaction au-delà de pH 9 (Pambrun ,2005). 

 

I.4.3.3. Concentration en oxygène dissous  

Les micro-organismes dénitrifiants sont des bactéries aérobies facultatives qui tirent leur 

énergie de celle libérée lors du transfert des électrons des composés organiques vers 

l’oxygène, le nitrite ou le nitrate. Le choix de l’accepteur final se fait en faveur de celui qui 

donnera la plus grande quantité d’énergie par unité de matière organique oxydée. Il a été 

montré que l’utilisation de l’oxygène comme accepteur d’électrons, plutôt que le nitrite ou le 

nitrate, permet de produire d’avantage d’énergie. De ce fait, la réaction de dénitrification est 

inhibée en présence d’oxygène, les rendements de dénitrification étant affectés 

(Wisjnuprapto, 1981). 

 

I.4.3.4.Nature de la source de carbone  

Le substrat carboné est l’un des facteurs de contrôle les plus importants pour la dénitrification 

hétérotrophe. En effet la disponibilité en carbone organique est essentiel à l’activité des 

bactéries dénitrifiantes car le substrat carboné fournit l’énergie nécessaire à leur métabolisme 

et constitue l’élément de base de leurs synthèses cellulaires. Les faibles performances de 

dénitrification biologique, résultant en général d’une limitation des eaux usées en carbone 

bioassimilable. Le méthanol et l’acétate sont les principaux substrats carbonés synthétiques 

ayant été utilisés dans le domaine de la dénitrification des eaux résiduaires (Foglar et Briski, 

2003). Le carbone organique favorise également le processus de dénitrification en accélérant 

la respiration aérobie (Davidsson et Leonardson, 1996). 
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I.4.3.5.Rapport C/N  

Quelle que soit la source de carbone utilisée, la détermination d’une concentration en carbone 

à fournir par rapport à la concentration en nitrate à éliminer (rapport C/N) est une étape 

préliminaire obligatoire à toute optimisation de traitement biologique par dénitrification. C/N 

minimal pour une réduction totale du nitrate en N2 est de 3,4 et pour une dénitrification totale 

du nitrite est de 1,08 (Bougherara, 2003). 

I.4.4.  Technologie de la dénitrification   

La dénitrification peut se faire soit par des systèmes à boues activées, soit par des systèmes à 

bactéries fixées. 

 

I.4.4.1.Procédé à boues activées  

Le procédé dit « à boues activées » fait appel aux mécanismes de l'épuration biologique pour 

le traitement des eaux usées. Les boues activées sont composées essentiellement de micro-

organismes hétérotrophes, qui dégradent les matières organiques, y compris les matières 

azotées devenues nitrates. L'introduction d'oxygène via un système d’aération est 

indispensable à leur action. Les micro-organismes sont maintenus en mélange avec l’eau usée 

à traiter. Ils entrent ainsi constamment en contact avec les polluants organiques des eaux 

résiduaires. 

La dégradation éventuelle du nitrate en diazote peut être provoquée en plaçant les boues en 

conditions anoxiques, c'est-à-dire en absence d'oxygène, soit par phase dans le bassin 

d'aération (on interrompt l’aération de manière momentanée), soit dans une partie séparée du 

traitement. Cette dégradation du nitrate est faite par des bactéries spécifiques 

(Berland ,2012)Par ailleurs, pour une bonne dénitrification, il est nécessaire de disposer 

d’une quantité suffisante de carbone biodégradable, qu’elle provienne de l’effluent à traiter 

et/ou d’un ajout supplémentaire (Pambrun ,2005). 

 

I.4.4.2.Procédé à biomasse fixée  

Il existe un grand nombre de réacteurs à biomasse fixée, tels que le lit bactérien, les biofiltres 

et les réacteurs à lit mobile. Le principe repose sur les capacités naturelles des micro-

organismes à se fixer et à coloniser une surface solide (biofilm). Les procédés à biomasses 

fixées possèdent des avantages par rapport aux procédés à cultures libres (boues activées). 

L’hétérogénéité structurelle du biofilm lui confère la possibilité d’abriter différents types de 
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microorganismes dans différentes niches écologiques. Ainsi, ce système fournit une surface 

volumique élevée pour le développement des microorganismes (Yala, 2011). 

 

I-4-5. Mécanisme de fixation (biofilm)  

Un biofilm consiste en une communauté de micro-organismes, d’espèces diverses, qui se 

développe et croît sur une surface immergée en milieu aqueux. La fixation des bactéries sur 

un support approprié dépend de l’hétérogénéité des surfaces. Malgré une phase de 

colonisation parfois lente, les procédés à biofilm permettent une excellente rétention de 

biomasse et une concentration en biomasse élevée. Par ailleurs, des études ont montré une 

sensibilité moindre aux faibles températures et aux agents inhibiteurs (Pambrun ,2005 ; 

Strathmann ,1981; Guillemot et al . ,2007). 

 

I-4-6. Supports choisis  

Le choix de support est assez vaste. On peut citer le charbon actif, les tiges de datte 

concassées, et il existe aussi des supports plastiques tel que : PVC, PEHD, PEBD. Il est 

important de signaler que plus la granulométrie du matériau est fine, plus grande sera la 

surface spécifique disponible pour l’accrochage bactérien (Yala, 2011).  

Nous nous intéresserons à présent sur le procédé de biofiltration et les autres procédés ne 

seront pas développés dans ce présent travail. 

 

I-6. Biofiltration 

Les procédés techniques de biofiltration, développés par les différents constructeurs,se 

distinguent par leurs modes de fonctionnement. Ainsi, le système d’alimentation en eau peut 

être placé en bas ou en haut du biofiltre; les flux d’eau étant alors ascendants ou descendants. 

Cependant, dans le domaine de l’eau, il y a principalement des biofiltres à courants 

ascendants (Rocher et al., 2008). Le schéma de la figure I.2 présente le fonctionnement d’un 

biofiltre à courant ascendant. 
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Figure I.2 : Biofiltre à courant ascendant(Vigne, 2007). 

Lorsqu'une aération est nécessaire, elle s'effectue par l'intermédiaire de diffuseurs situés dans 

le bas de l'ouvrage. On parle alors de biofiltre de type co-courant lorsque les flux d'eau et d'air 

sont dirigés dans le même sens, et de type contre-courant dans le cas contraire 

(Guillaume,2009). 

Un biofiltre se présente comme un filtre garni en matériaux de granulométrie suffisamment 

faible pour obtenir un effet de filtration efficace. Le matériau sert simultanément de support à 

la biomasse de type fixé que l`on maintient dans des conditions aérobies dans le filtre. Dans 

un tel système, l`accroissement de la biomasse et les matières en suspension de l`effluent à 

traiter, retenues dans le matériau, vont colmater progressivement le lit (Boeglin, 1998). 

 

I-6-1. Modes de traitement de la biofiltration 

I-6-1-1. Biofiltration classique 

La biofiltration classique est en fait lorsque l’opération du biofiltre se fait en mode «batch». 

Le lit garni est alimenté par l`affluent à traiter de façon discontinue. Des biofiltres classiques 

ont été largement implantés au cours des dernières années pour le traitement des eaux usées 

puisqu’ils sont facilement exploitables et qu’ils requièrent moins d’espace par rapport aux 

systèmes de boues activées. De plus, ce type de système est en mesure d’opérer dans une 

gamme assez large de charge organique (Zidane et al., 2006). 

 

I-6-1-2. Biofiltration par percolation 

Un biofiltre percolateur est essentiellement la même chose qu’un biofiltre classique à 

l’exception que le lit garni est mouillé continuellement. Le lit filtrant doit également être 



Chapitre I : synthèse bibliographique 

 

 

13 

composé de biomasse fixe sauf qu’il est constamment arrosé par une phase liquide mobile 

contenant également de la biomasse. L’eau à traiter s’écoule de façon descendante à travers 

un mince biofilm en conditions aérobies où les substrats dissous dans l’eau (tels que l’azote, 

la matière organique et le phosphore) diffusent dans le biofilm. En même temps que l’eau à 

traiter percole, elle est oxygénée de façon continuelle. Il y a alors formation de CO2 et autres 

produits dans le biofiltre (Zidane et al., 2006). 

La percolation dans ce cas vient du fait que le lit filtrant est continuellement arrosé desolution 

nutritive, ce qui procure aux microorganismes les nutriments nécessaires à leur croissance. La 

solution arrosée de manière continue garde de plus le lit humidifié correctement afin de 

donner aux microorganismes les meilleures conditions pour leur développement. La 

percolation, soit l’arrosage continu du biofiltre, contrôle de plusquelques paramètres 

d’opération telle que le pH et le contenu en biomasse dans le lit garni (Zidane et al., 2006). 

 

I-6-2. Performances épuratoires de la biofiltration 

I-6-2-2. Elimination de la pollution carbonée 

La 1ere étape de la biofiltration constate la rétention de 70% des MES ; charge éliminée≈ 0.8 

kg.m
-3

 j
-1

. Les étapes suivantes de biofiltration n`ayant qu`un rôle mineur dans la filtration des 

MES (Rocher et al., 2006). 85% de la DBO5 admise sur la filière de traitement biologique est 

consommée par la biomasse épuratrice (charge éliminée = 1.5 – 2kg DBO5. m
-3

. J
-1

) et le 

rapport DCO/DBO5, indicateur de la biodégradabilité d`une eau, est déjà de l`ordre de 4 à la 

sortie de la 1
ere

 étape du traitement biologique (Rocher et al., 2008). 

 

I-6-2-2. Elimination de l`azote ammoniacal : nitrification 

L’étude du fonctionnement des installations industrielles a montré que la nitrificationest 

performante jusqu’à des charges appliquées en NH4
+
de 0.8 – 1 kg N.m

-3
.j

-1
. Les rendements 

de nitrification peuvent être supérieurs à 90 % pour des charges en NH4
+
atteignant 1.2 kg 

N.m
-3

.j
-1

. Lors des expérimentations menées sur les prototypes, des charges ammoniacales 

plus élevées ont été appliquées sur les biofiltres. Les résultats obtenus ont montrés que 

l’accroissement des charges appliquées en NH4
+
 induit une augmentation des charges 

éliminées. 
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I-6-2-3. Elimination de l`azote nitrique : dénitrification 

La charge en azote nitrique éliminée par un mètre cube de matériau augmente d’environ130 

% lorsque la charge appliquée augmente de 2 à 5 kg N.m
-3

.j
-1

. Pour les eaux présentant des 

températures supérieures à 18 °C, les rendements de dénitrification restent de l’ordrede 75 - 

95 % pour des charges appliquées atteignant 7 kg N.m
-3

.j
-1

. 

 

I-6-3. Bioréacteurs à biofilm 

Les micro-organismes, comme la grande majorité des êtres vivants, ont tendance à vivre dans 

les communautés et former leurs propres habitats spécifiques. Le réacteur à biofilm est un 

réacteur biologique à biomasse fixe. Il est généralement rempli avec des particules d'un 

matériau de support où le biofilm est attaché. Si les particules sont poreuses, le biofilm se 

forme, non seulement en surface mais aussi dans leurs pores. 

Le biofilm est un film biologique adhérant à une surface, constitué de cellules microbiennes, 

d’exopolymères, et d’eau. Le biofilm peut donc être considéré comme un gel de polymères 

adhérant à l’intérieur duquel se trouve des microorganismes. Il présente une structure poreuse 

et très adsorbant.  
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Dans ce chapitre, nous exposons les différentes techniques adoptées ainsi que le matériel 

utilisé, permettant d'exploiter les propriétés remarquables d’un sous-produit issu de la 

fabrication de la brique à usage de construction bâtiment et de l`utiliser comme support de 

fixation des bactéries dénitrifiantes en réacteur à lit fixe à biomasse hétérotrophe, afin de 

mettre à la disposition des stations d`épuration un nouveau support, dans le processus de 

dénitrification des eaux usées. 

 

II-1. Lieu et durée de travail 

 

Les analyses de notre travail ont été effectuées au niveau du laboratoire de recherche Hygiène 

et Pathologie des Animaux (EX-ITMA). La durée de 13/03/2018 à 30/05/2018. 

 

II-2. Objectif 

 

La présente étude à pour objectifs : 

- De tester la possibilité de valoriser les déchets de fabrication de la brique à usage de 

construction dans un réacteur à lit fixe avec  un écoulement ascendant. 

- De mettre à la disposition des stations d’épurations par biofiltration  un nouveau 

support. 

 

II-3. Produits et matériels 

 Produits 

- Nitrate NO3
- 

- Nitrite NO2
- 

- Acétate de calcium 

 Matériels 

- Spectrophotomètre UV visible 

- Support en céramique 
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II -4.  Protocole expérimental 

 

Le protocole expérimental utilisé dans notre étude est illustré dans la figure II.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        Figure II.1. Organigramme du protocole expérimental 
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II.5. Description du dispositif expérimental  

 

Les expériences sont réalisées dans une colonne en verre d'une hauteur de 30cm, d'un 

diamètre interne de 2.5cm, ainsi L/D=12. L'unité opère à température ambiante et consiste en 

un lit fixe des granulats de brique de 2 à 5 mm de diamètre complètement immergée. Une 

pompe péristaltique assure l’acheminement en continu de l’alimentation vers la colonne avec 

un écoulement ascendant. La colonne demeure par conséquent saturée pendant toute la durée 

de l'expérience et fonctionne ainsi en absence d'oxygène. 

 

     

Figure II.2: Dispositif expérimental 

 

II.6. Caractérisation physico-chimique du support utilisé 

 

Le matériau granulaire sujet à une étude de biofiltration est un sous-produit de la fabrication 

de la brique à usage de construction bâtiment broyé et tamisé avec une granulométrie de 2 à 5 

mm de diamètre. Les caractéristiques physico-chimiques du support portent essentiellement 

sur la masse volumique vraie, la surface spécifique, et la porosité. 

 

II.6.1. Surface spécifique  

 

Par définition, la surface spécifique du support est une surface par unité de masse. Elle 

constitue une donnée essentielle de la caractérisation des solides et des matériaux poreux 

exprimée en (m
2
/g). 
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II.6.2.Masse volumique réelle  

 

Exprimée en g/cm
3
, elle est déterminée selon la norme ISO-567, (1995).C'est la masse du 

volume d'un corps ou seul le volume du solide est inclus dans les calculs.  

Nous avons déterminé la masse volumique vraie en introduisant 3g du support (P) dans un 

bécher et en versant dessus de l'eau distillée. L'air est chassé en les faisant bouillir et en 

agitant constamment pendant 5 minutes. Après refroidissement faire couler l'eau, la pesée du 

matériau mouillé est P. nous introduisant ensuite dans une éprouvette de 5 ml contenant 2 ml 

d'eau, soit V le volume lu sur l'éprouvette. La masse volumique vraie est donnée par: 

ϼ= [3/ (V-P+1)] (g/cm
3
). 

 

II.6.3. Porosité  

 

La porosité est le rapport du volume des vides au volume du matériau  

P (%) = V1 / V0 où :  

P : Porosité exprimée en % 

V0 : Volume de matériau (ml) 

V1 : Volume du vide (ml)  

 

II.7.  Sélection des bactéries dénitrifiantes 

 

Le développement intensif d’une culture bactérienne dénitrifiante à partir d’une boue activée 

prélevée au niveau de la station d’épuration de Tissemsilt, nécessite des étapes précises pour 

pouvoir procéder à la sélection et à la fixation de ces bactéries dénitrifiantes. 

 

II.7.1. Réacteur fermé fonctionnant en discontinu  

 

Nous avons introduit dans un récipient fermé (Erlenmeyer) (Figure II.2) une quantité de boue 

alimentée avec un milieu riche en nitrates (tableau II.2) afin de favoriser le développement de 

la biomasse dénitrifiantes. La sélection était réalisée dans les conditions d’anoxie à la 

température ambiante avec des quantités suffisante d’acétate de calcium comme source de 

carbone ainsi qu’une agitation pour homogénéiser le milieu. 
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Figure II.3: Dispositif de la sélection des bactéries dénitrifiantes 

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 

métabolisme L’acétate de calcium est le sel de calcium de l’acide acétique, compte tenu de sa 

solubilité dans l’eau, les caractéristiques physico-chimiques de l’acétate de calcium sont 

présentées dans le tableau II.1. 

Tableau II.1: Caractéristiques physico-chimiques de l’acétate de calcium 

(Laboratoire MAT,2014). 

 

Source de carbone Acétate de calcium 

Formule chimique (CH3CO2)2Ca.H2O 

Poids moléculaire 176.19 

Concentration (%) 99 

Solubilité Soluble dans l’eau. Peu soluble dans l’alcool. 

pH Solution aqueuse 0.2 M = pH 7.6 

Masse volumique 1.5 g
.
cm

-3
 

Etat physique Solide 

Apparence et odeur Poudre granuleuse blanche. 

 

Un suivi de la concentration en nitrates et nitrites est effectué régulièrement et la solution 

d'alimentation est renouvelée quand la concentration en nitrates diminue considérablement. 

Une fois que la consommation des nitrates est réalisée au bout d'un temps relativement court 
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(10heures), nous estimons que les boues sont aptes à dénitrifier. Elles seront transférées dans 

un système en continu qui permettra le développement et lemaintien de notre biomasse 

dénitrifiantes. 

 

II.8.  Alimentation 

 

La composition des solutions d`alimentations est représentée dans le tableau Il.2 il est 

àsignaler que l`effluent synthétique est préparé avec de l`eau de robinet contenant del`acétate 

et des nitrates de sodium avec un rapport C/N=6 (Martin et al., 2009).Toutes les expériences 

ont été effectuées à une température ambiante (température de laboratoire). 

 

Tableau II.2: Composition du milieu d’alimentation 

 

Composés Alimentation en contenus Alimentation discontinus 

NaNO3 137 mg/l         100 mg de NO3
-  

1615 mg/l      1200 mg de N03
-
 

KH2PO4 2.25 mg/l         0.5 mg /l 2 g/l 

FeSO4 Des traces 10mg/l 

Mg Cl Des traces 25 mg /l 

Acétate de calcium 445 mg/l         135g de c 5446mg/l       120mg/l de ca 

 

II.9.  Ensemencement du réacteur 

 

L’inoculation du réacteur a été réalisée par passage en circuit fermé d’une solution contenant 

des boues sélectionnées représentant 5 mg de MVS/ g du support. Ensuite, la colonne a été  

alimentée avec la solution décrite ci-dessus (tableau II.2) et les mesures de la masse du 

biofilm formé ont été effectuées régulièrement chaque 24 heures et exprimée en MVS/g du 

support. 

La détermination des matières volatile en suspension est réalisée par pesée et séchage des 

échantillons  (boues activé), selon la méthode normalisée NFT 90 105. 

Pour déterminer la teneur en matière volatile en suspension, une masse de 1g d’échantillon est 

introduit dans un creuset en porcelaine, préalablement sèche. Le creuset est placé à l’étuve à 

105°C pendant 24h de sorte que l’eau s’évapore entièrement. Le  creuset est pesé après 

refroidissement dans un dessiccateur (M1). Ensuite il est placé dans un four à moufle à550°C 

pendant 4h de sorte que les matières organiques se consomment. Le creuset est pesé puis 

refroidir au dessiccateur (M2).     
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II.10. Méthodes d`analyses physicochimiques utilisées  

II.10.1. Paramètres physiques 
 

Sont pris en compte les paramètres physiques susceptibles d’influencer la réduction des 

nitrates lors du processus de dénitrification. Il s’agit dupH, de la température et de la 

conductivité : 

 

II.10.1.1.  pH 
 

Le premier paramètre auquel nous nous sommes intéressés lors de notre expérimentation est 

le pH.  En  effet  il  revêt  une  importance  primordiale  dans  tous  les  processus  impliquant  

des mécanismes biologiques ; il est donc nécessaire de s’y intéresser et de voir son influence. 

Le  suivi  du  pH  a  été  effectuée  à  l’aide  d’un  pH-mètre  (HANNA instrument)  à  

électrode,  étalonné régulièrement  à  l’aide  de  deux  solutions  tampons  respectivement  

neutre  (pH=7)  et  acide (pH=4.01). 

Après étalonnage de l’appareil, l’électrode est plongée dans 5ml d’un échantillon prélevé à cet 

effet. 

 

II.10.1.2. Température 
 

Mis  à  part  le  pH,  l’un  des  paramètres  qu’il  faut  indéniablement  étudier  quand  il  s’agit  

de processus faisant appel à des microorganismes est la température. Il est important de 

connaitre la température de l'eau avec une bonne précision. Elle est essentielle pour les 

réactions physico-chimiques et biologiques et joue un rôle dans la solubilité des sels et surtout 

des gaz (Rodier et al., 2005). Des  relevés  de  température  ont  été  effectués  pendant toute 

la durée de notre traitement.  

 

II.10.1 .3.Conductivité électrique  

 

 La conductivité électrique (CE) d’une eau est la conductance d’une colonne d’eau comprise 

en deux électrodes métallique de 1cm
2
 de surface séparées l’une de l’autre de 1 Cm. La 

mesure de la conductivité électrique  d’une colonne d’eau est déterminée par deux électrodes 

en platine. Ceci se fait à l’aide d’une conductimètre. (Rodier et al., 2005). 
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II.10.2. Paramètres chimiques 
 

Nous nous sommes limités à l’analyse des paramètres chimiques qui sont indispensables pour 

comprendre et interpréter le changement dans les teneurs en nitrate et en nitrites de l’eau au 

cours de notre processus de dénitrification. 

          Ce sont les nitrites et les nitrates. Les mesures ont été effectuées à l’aide du 

spectrophotomètre de marque (Pharmacia biotech type : novaspe) (figure II.3) fonctionnant 

dans les domaines de l’UV-visible. 

 

II.10.2.1. Détermination des nitrates 

  

Le dosage des nitrites a été réalisé par la méthode au réactif de sulfophenique (NORME 

AFNOR NFT 90 102) dont le mode opératoire est : 

-Prendre 5ml de l’échantillon à analyser  

-Evaporer à sec au bain marie ou à l’étuve 75-88°C.  

- Ajouter  2ml de réactif de sulfophenique (la composition dans annexe 2) et laisser 

aurepos 10 minutes. 

-Ajouter 15ml d’eau distillée et 10à15ml d’ammoniac.  

- Compléter à 50 ml avec l’eau déminéralisée 

- Effectuer la lecture à la longueur d’onde de 440nm. 

 

II.10.2.2.  Dosage des nitrites  

 

Le dosage des nitrites a été réalisé par la méthode au réactif de diazotation (NORME AFNOR 

NFT 90 013) dont le mode opératoire est : 

-Prélever 50ml d’eau à analyser et ajouter 1ml de réactif de diazotation (la 

composition du réactif est décrite en (annexe 4).  

-Agiter et laisser repos 10 minute  

- Effectuer la lecture à la longueur d’onde de 537nm. 

 

  

II.10.3. Paramètres biologiques 

 

L’objectif de l’analyse bactériologique est confirmé par la présence ou l’absence des bactéries 

dénitrifiantes après la formation d’un biofilm (figure II.4) dans le support vierge ou dans le 

support colonisé.  
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Figure II.4. Formation de biofilm 

 

 

 

II.10.3.1. Recherche des Pseudomonas 

 

A l’aide d’une pipette pasteur stérile ,1ml de chaque échantillon est prélevé et ensemencé 

dans 3 boites de pétri stériles, qui contenu la gélose king B dont la composition est 

mentionnée dans l’annexe 6. L’incubation se fait à 37°C pendant 24 heures. Le résultat est 

déterminé par comptage des colonies, les pseudos sous formes de petites colonies 

vertes(figure II.5). 

 

Figure II.5. Ensemencement des Pseudomonas 
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II.10.3.2. Test de mobilité bactérienne 

 D’ abord on coule les 4 tubes stériles par la gélose Mannitol-Mobilité dont la composition est 

mentionnée dans l’annexe 6. 

 A l’aide d’une pipette pasteur stérile, 1ml de chaque échantillon est prélevé et ensemencé 

dans les tubes  par piqure centrale à l’aide d’un fil droit. L’incubation se fait à 37°C pendant 

24 heures. Le résultat est déterminé par de la mobilité bactérienne et caractère mannitol 

(milieu jaune mannitol+, milieu rouge mannitol-) (figure II.6). 

 

Figure II.6.Teste de mobilité bactérienne 

 

 

 

 

 

II.10.3.4. Technique de coloration de Gram (Joffin et Leyral, 2006) 

 

La coloration de Gram est une technique pour observer la flore bactérienne présente en 

fonction de leur réaction coloration de Gram les résultats sont présent dans le tableau   

(annexe 6). 

 

  



 

Résultats et Discussion 
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III.1. Caractéristiques physico-chimiques du support 

Il est important de s`intéresser à la caractérisation physico-chimique du support dans le but de 

réussir l'attachement des microorganismes et supporter la croissance microbienne. 

Afin d'éviter les problèmes relatifs au contournement de la zone de traitement (zones mortes), 

il est important que le Biofiltres présente de bonnes propriétés mécaniques. Ainsi, le milieu 

filtrant utilisé devrait être caractérisé par une porosité élevée. Ceci favorisera le passage de 

l`effluent à travers la zone de biofiltration. De plus, il est crucial que le milieu utilisé pour la 

dénitrification biologique ne soit pas sujet à des problèmes de compaction ou de colmatage. 

La surface d'échange doit être maximale, pour l`attachement de la biomasse, la rétention de la 

MES et pour faciliter la circulation du fluide. Les valeurs calculées sont représentées dans le 

tableau III.1. 

Tableau III.1Caractéristiques physico-chimiques du support 

Paramètres Unités Valeurs calculées 

Masse volumique réelle  (g/cm2) 1.20 

Porosité  / 0.54 

Surface spécifique  (cm2/g) 0.27 

 

III.2 Caractérisation du bioréacteur 

 
L'objectif de cette partie du travail est de caractériser le comportement du réacteur en utilisant 

la détermination de la distribution des temps de séjours (DTS) avant et après colonisation 

pour le même débit, et étudier l’influence du biofilm sur l hydrodynamique de la colonne. 

Par ailleurs, une étude comparative a été réalisée en comparant les paramètres agissant sur le 

compartiment des  MVS (matières volatiles sèches) et MF (matière fraiche = boue activée 

brute) du support.  

 

III.2.1 Distribution des temps de séjour hydraulique de la colonne 

 
Rappelons que l'analyse de la DTS permet, pour un réacteur donné, de déterminer son 

comportement hydraulique et également de mettre en évidence son dysfonctionnement tel que 

les courts circuits et les zones mortes. 
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III.2.1.1 Temps de séjours 

En exploitant les résultats obtenus (tableau III.2), nous comparons le temps de séjour moyen 

et du rapport  V0 / Q0 permet de déterminer la présence de courts-circuits ou des zones mortes 

selon les différentes conditions expérimentales.  

 

Tableau III.2 : Synthèse des résultats de l'étude hydrodynamique 

Réacteur  Volume du 

réacteur (cm3) 

Temps de 

passage à vide 

(min) 

Temps de 

séjour avant 

colonisation 

(min) 

Temps de 

séjour après 

colonisation 

(min) 

Q0=  2 mL/min 187.5 3 10 5 

 

La figure III.1 illustre la variation de la conductivité électrique en fonction de temps.  

 

 

Figure III.1. : Evolution de conductivité électrique en fonction du temps 

 

A partir de la forme des courbes obtenues (Figure III.1), on peut noter qu'il existe des zones 

mortes (inaccessibles au fluides) du réacteur pour le même débit. Les résultats du tableau III.2 

montrent la présence de zones mortes dû au fait que le biofilm tapisserait la microporosité du 

support; ce qui suggérerait l'hypothèse de passages préférentiels de l'eau dans les réacteurs 

(Moisan et al., 2001). 
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III.2.2.Dynamique de colonisation  

L’efficacité des procédés de biofiltration est basée sur la capacité des micro-organismes se 

développer sur une surface. Les bactéries se fixent au matériau filtrant et forment ce qui est 

appelé un biofilm. 

Nous avons suivi l’évolution des MVS en fonction du temps dont les résultats obtenus sont 

présentés dans la figure III.2. 

Dans la présente étude, le bioréacteur fonctionne en mode continu avec un temps de rétention 

hydraulique constant (HRT= 5,14 jours). Le but est de déterminer la capacité de colonisation 

du support en mesurant la matière volatile en suspension chaque 24 heures du fonctionnement 

du biofiltre. 

 

Figure III.2 : Evolution de la formation du biofilm en fonction du temps 

L’allure montre que le biofiltre supporte une charge cellulaire croissante entre le premier et le 

cinquième jour avec un maximum de 3.20mg de MVS/g du support. La formation du biofilm 

était lente entre le premier et le troisième jour alors qu’une croissance exponentielle a été 

enregistrée entre le troisième et le cinquième jour. Au sixième jour de fonctionnement du 

biofiltre un détachement important du biofilm a été enregistré et la quantité de biomasse 

encore attachée au support était de 0.45mg de MVS/ g du support. 
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Après le détachement du biofilm (par Abrasion) la quantité de biofilm est restée constante du 

sixième jour jusqu`à l’arrêt du biofiltre (neuvième jour) ceci s`explique par le faite que le taux 

de détachement des agrégats est supérieur à la production de biomasse. 

 

III.2.3. Influence des paramètres physiques  

Nous avons déterminé les paramètres physiques tels que la température, le pH et la 

conductivité électrique  

III.2.3.1. Température 

La température constitue le  principal facteur physique pouvant influencer le suivi et la 

multiplication des bactéries (Schmidt et al., 1990).Pour cela, les suivis journaliers de la 

température ont été réalisés pendant notre travail. Les résultats obtenus sont présentés dans la 

figure  III.3. 

 

Figure III.3 : Variations de la température en fonction de temps  

- a : MF 

- b : MVS 

A noter que le suivi de la variation de températurea été réalisé sur les matières volatil sèche 

(MVS), ainsi pour la matière fraiche  (MF : boue activée brute).  De plus, l’influence de  
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température a été testée dans les deux cas du support, à savoir, le support vierge et celui 

colonisé. 

D’après, les courbes (a et b) de la figure III.2, on constate que l’évolution de la température en 

fonction du temps indique une diminution pendant les 16 jours qui se situe dans la fourchette 

allant de 14 à 20°C qui suit la température de l’air (T° ambiante) qui sont des température 

relativement faibles qui permettront un suivi des souches et la multiplication  des bactéries 

Pseudomonas (Schmidt et al., 1990). De plus, cette fourchette permet d’assurer le processus 

de dénitrification qui correspondrait selon (Misra et al.,2005) au minimum à partir de la 

quelle les microorganismes mésophiles commencent à avoir une activité optimale. 

III.2.3.2. pH 

Le pH est l’un des paramètres qui influe sur le bon déroulement de la dénitrification, le suivi 

de ce paramètre est illustré dans la figure III.4.  

 

Figure  III.4 : Variations du pH en fonction de temps 

L’analyse de la figure III.4 montre que le pH dans la boue brute (matière fraiche) et dans les 

matières volatiles sèches se maintient dans une fourchette de 5,46 à 6,70. Les valeurs de ce 

potentiel hydrogène dévoilent un légergradient croissant de l’amont vers l’aval de réacteur. 

Au cours de cette fourchette une formation du biofilm a été observé.La valeur du pH décroit 

légèrement dans la fourchette de 5.48 jusqu’à 5.13 mais connais de nouveau une évolution où 

sa valeur atteint 5,38 puis une stabilisation vers 5.13. Par ailleurs, la courbe des MVS montre 

une légère augmentation vers le 8ème jour de colonisation (5.57) puis une régression  au bout 
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de dixième jour (5.66).La baisse du pH pourrait donc être attribuée à la diminution des 

concentrations de nitrates et de nitrates dans la colonne.  Par  contre  son  augmentation  

pourrait  être  due  au  pouvoir tampon (7.6) de la solution d’alimentation utilisée (Acétate de 

calcium), connue pour son pH alcalin. 

Le pH optimal supportant la dénitrification se situe entre 7,0 et 8,0 selon l'espèce ou la 

communauté microbienne (Shahabi et Naeimpoor, 2014 ; Napier et Bustamante, 1988) ont 

démontré dans une étude portant sur le traitement d’un étang hautement contaminé en nitrate 

que la dénitrification par un système de boues activées qui est opéré en mode continu dans un 

bioréacteur est affectée négativement lorsque le pH descend sous 6,8. Les pH acides inhibent 

les réductases impliquées dans la dénitrification, ce qui diminue le taux de dénitrification et en 

gendre l’accumulation d’intermédiaire, particulièrement l’oxyde nitreux, un gaz à effet de 

serre puissant, car l’oxyde nitreux réductase est l’enzyme la plus affectée par les pH faibles 

(Knowles, 1982 et Pan et al., 2012).   

 La dénitrification peut se réaliser dans une gamme de pH comprise entre 4 et 11. Pourtant 

dans la plupart des cas : Les Pseudomonas sont capables de survivre et de se multiplier dans 

des eaux dont le pH est compris entre 6 et 8.   

La  valeur  du  pH obtenu  dans  notre étude  est comprise  dans  la  fourchette  définie  par  

les normes algériennes et celles d  l’OMS  (6,5-9,5).  Elle peut donc être considérée comme 

répondant aux processus de dénitrification. 

 

III.2.3.3. Conductivité électrique 

Selon la définition de (Helfferich ,1962), l'échange d'ions est un procédé dans le quel les ions 

d'une certaine charge contenus dans une solution sont éliminés de cette solution par 

adsorption sur un matériau solide (l'échangeur d'ions), pour être remplacés par une quantité 

équivalente d'autres ions de même charge émis par le solide. En outre, en échange d'ions, les 

ions retirés de la phase liquide sont remplacés par des ions de la phase solide. Ainsi, il se 

produit effectivement un échange d'ions et non seulement une élimination dans le dernier 

procédé. L’évolution de l’évaluation de la conductivité électrique (CE) est présenté dans la 

figure ces dessous : 
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Figure III.5 : Variation de la conductivité éclectique en fonction de temps  

On remarque à partir de la Figure III.5 que pour le débit la formation du biofilm dans le  

réacteur semble avoir une influence significative sur l’allure des courbes de la DTS 

notamment sur la position du pic et sur la trainée. En effet, la présence du biofilm rend 

différent le comportement hydrodynamique du support, en créant des passages préférentiels. 

Dans une étude portant sur l'influence du garnissage sur l'hydrodynamique d'un réacteur 

cascade, (Tizghadam, 2007) a montré qu'à faible volume du garnissage, la formation du 

biofilm est de faible influence sur le comportement hydrodynamique du réacteur d’où la 

relation entre le volume du garnissage, la formation du biofilm et les caractéristiques 

hydrodynamiques. 

La courbe du support vierge montre une variation de la CE, qui montre initialement une 

augmentation remarquable depuis le 1ers jourjusqu’ à l’obtention d’une valeur max de48µS 

avec la formation de biofilm au cours de 7éme jour.Contrairement, la valeur de conductivité 

serra diminué entre le 7éme etle 10éme  jour jusqu'à la valeur minimale de 35µS, puis une 

stabilisation des valeurs de la conductivitéde 10éme jusqu'à 14éme jour. De plus, dans le cas du 

support colonisé la conductivité électrique a une valeur moins importante que celle obtenue 

dans le support vierge, et continué de démunie jusqu’ à une valeur 14µS. 
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III.2.4 Paramètres chimiques (Suivi de nitrates et de nitrites) 

Nous avons synthétisé les résultats obtenus lors de nos essais, en premier lieu la 

dénitrification sur un support puis l’élimination des nitrates et des nitrates par voie biologique 

Nous avons effectué une variation de la concentration initiale en nitrates  et en nitrite, 

respectivement,  dans le réacteur d’alimentation à savoir de 0 à 2500 mg/L pour les nitrates et 

de 0 à 1400mg/L pour les nitrites et cela  pour un même débit fixé à 2mL/min et une période 5 

jours. Les résultats sont reportés sur les figures III.6 et III.7. 

 

Figure III.6 : Teneurs des nitrates en fonction de temps 

 

Figure III.7 : Teneurs des nitrites en fonction de temps 
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D’après les deux précédentes figures, nous pouvons constater que la concentration en nitrate 

et en nitrites durant les cinqjours de prélèvement décroit plus rapidement avec l’augmentation 

de temps de séjours. Celle-ci est attribuée à une adsorption des nitrates et des nitrites sur le 

support.Par ailleurs, nous remarquons que l’augmentation desdeux concentrations dans le 

Diluât conduit à un temps de dénitrification plus long. De plus, la concentration des ions 

(nitrates et nitrites) dans le Diluât influe sur le taux d’élimination dans le Concentrât. En 

effet, nous avons une cinétique d’éliminationqui décroit avec l’augmentation de la 

concentration dans le Diluât. 

Ce qui permet de dire que ces supports présentaient en outre une très grande efficacité quant à 

la diminution de nitrates et nitrites, cette diminution varie d'un groupe à un autre. Mais d'une 

manière générale, un tel traitement peut participer à l'élimination d'une quantité importante 

des microorganismes. 

L’accomplissement des réactions des différent s’accepteurs d’électrons (nitrate ou nitrite), 

nécessite un donneur d’électrons (notamment du substrat carboné). Dans la pratique, l’apport 

de ce dernier peut se faire de plusieurs manières. 

Lorsque l’apport est externe, on parle de dénitrification exogène par rapport à la 

dénitrification endogène où seules les réserves cellulaires constituent la source 

d’approvisionnement en substrat organique. D’habitude, la dénitrification exogène est plus 

pratiquée car plus compétitive vis-à-vis de la dénitrification endogène, qui, bien que ne 

produisant pas de biomasse,  est lente (Edeline, 1988). 

Un biofilm consiste en une communauté de micro-organismes, d’espèces diverses, qui se 

développe et croît sur une surface immergée en milieu aqueux. La fixation des bactéries sur 

un support approprié dépend de l’hétérogénéité des surfaces. Malgré une phase de 

colonisation parfois lente, les procédés à biofilm permettent une excellente rétention de 

biomasse et une concentration en biomasse élevée. Par ailleurs, des études ont montré une 

sensibilité moindre aux faibles températures et aux agents inhibiteurs (Pambrun, 

2005;Guillemot et al., 2007) 

. 

III.2.5. Paramètres bactériologiques (Suivi des bactéries) 

L’activité biologique est considérée comme la vitesse à la quelle les biofilm métabolisent des 

substrats et des nutriments. Fondamentalement, cela dépend de la nature et de la concentration 

des espèces microbiennes présentes dans le biofilm, sur la composition chimique et les 
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propriétés de transfert de masse du fluide environnant et sur la structure physique de la 

biomasse fixée. La distribution et l'état métabolique des microorganismes dans un biofilm est 

un aspect le plus sensible en termes de sa performance (Melo et Oleveira, 2005). 

 

De plus, le support a un rôle important, tant par sa mouillabilité que par sa rugosité et sa 

polarité. Les bactéries étant principalement chargées négativement (sur leur surface), 

l`adhésion sera plus aisée sur des supports chargés positivement. Il est à noter que des 

méthodes permettent de rendre les supports plus propices à l`adhésion bactérienne (oxydation 

physique ou procèdes chimique). 

Enfin, la température et le pH sont des composants qui influencent également l`adhésion 

bactérienne ainsi que la concentration initiale en bactéries. Le taux d`adhésion est 

proportionnel à la concentration en bactéries jusqu` à une teneur limite à partir de laquelle 

celle-ci devient constante.  
Les micro-organismes les plus fréquemment rencontrés dans le processus de la dénitrification 

sont des bactéries qui appartiennent au genre des Pseudomonas et des Alcaligenes. Parmi 

les Pseudomonas, l'espèce dominante est Pseudomonas fluorescens. Cependant, des bactéries 

d'autres genres peuvent aussi intervenir Achromobacter, Aerobacter, Bacillus, Micrococcus, 

Paracoccus . (Knowles, 1982). 

Après avoir appliqué le protocole expérimental en amant et en aval du support décrit dans la 

partie de méthodologie (II.10.3.1 et II.10.3.2), nous nous sommes abouti aux résultats illustrés 

dans le tableau III.3. 
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Tableau III.3 : Résultats bactériologiques de la confirmation  des bactéries dénitrifiantes 

 (+++) : Présence des bactéries très élevé          (+) : présence faible des bactéries 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.8 : Résultats bactériologiques de la confirmation  des bactéries dénitrifiantes 

 

De ce tableau, il ressort : 

Dans le cas desprélèvementssur le support vierge, on remarque d’une part, la présence des 

souches le long de la piqûre sous forme de souche mobile,ce qui signifie  que les bactéries 

peuvent se déplacer dans la gélose  (mobilité+) ; et le milieu devient jaune mannitol + 

(Annexe 3), et d’autre part, au niveaudu support colonisé, nous avons remarqué  une absence 

de culture le long de la piqûre souche immobile (mobilité -) ; et lemilieu  reste rouge    

mannitol – (Annexe 3), ce qui  se traduit par une diminution des souches. 

 

Milieu de King B : ce milieu permet de différencier entre les différentes espèces du genre 

Pseudomonas, par la mise en évidence de la production de pigments spécifiques. 

L'élaboration des pigments est influencée par la composition du milieu. 

Support vierge Support colonisé 

Milieux de 

culture 

Mannitol-

Mobilité-Nitrate 

 King B Mannitol-Mobilité-

Nitrate 

King B 

Bactérie 

dénitrifiantes 

Pseudomonas 

 

  
(+++)     

 
 
         

 

(+++) 

 

(+) 

 

 

 

(+) 
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Pour les prélèvements  à partir support vierge on remarque une culture de couleur jaune sur le 

milieu; par contre pour support colonisé on a remarqué une culture de couleur jaune mais avec 

densité très faible. 

Par ailleurs, un test de coloration du Gram pour confirmer la présence des bactéries  

(Pseudomonas) à partir des milieux déjà étudiés a été effectué. Les résultats sont représentés 

dans la Figure III.8.  

 

 

 
                                         2.Pseudomonas (Gram-)   

  Figure III.9 : Identification des bactéries dénitrifiantes par coloration de Gram 
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Au cours de ce travail, l'étude qui a été fixé est la biofiltration effectuée sur un support en 

céramique basée sur l'utilisation de certains micro-organismes obtenus à partir d'une boue 

activée prélevée au niveau  de la station d'épuration de Tissemsilt et avec l'utilisation de 

l'acétate de calcium comme source de carbone. 

Au cours de la première partie de notre étude, nous avons entamé cette partie par une 

caractérisation du support utilisé ou nous avons fixéle débit d’alimentation à 2mL/min 

permettant d’obtenir un temps de dénitrification et une consommation d’énergie moyenne. 

Nous avons également étudié l'influence de quelques paramètres physico-chimiques tels quela 

température, le pH  et la conductivité électrique.  

La deuxième partie a était consacrée à étudier les performances de la dénitrification par 

procédé biologique oùnous avons étudié la dénitrification pour différentes concentrations en 

nitrates et nitrites présents dans l’eau.  

La dernière partie de notre travail a été consacrée à l’étude des paramètres bactériologiques où 

nous avons confirmé la présence ou l’absence des microorganismes dans notre système de 

biofiltration. 

Les expériences réalisées ont prouvé que :  

 Le support utilisé devrait être caractérisé par une porosité élevée, et une 

surfacespécifique maximale pour réussir l`attachement des microorganismes, et la 

rétention des MES. De plus, il est important que le support présente de bonnes 

propriétésmécaniques pour éviter les zones mortes et favoriser le passage de l’effluent 

à traversla zone de biofiltration. 

 Le biofiltre est utilisé pour la dénitrification, il supporte une charge 

cellulairemaximale de 3.20 mg de MVS/g du support à partir du cinquième jour 

defonctionnement. 

 Au sixième jour de fonctionnement un détachement du biofilm de type Abrasion a 

étéenregistré et la quantité de biomasse encore attachée au support était de 0.46 mg 

deMVS/ g du support. 

 La température influe peu sur la vitesse de dénitrification lorsque ses variations sont 

progressives et que le substrat carboné  rapidement assimilable est peu abondante. 

 Le pH est composant qui influence l`adhésion bactérienne ainsi que la concentration 

initiale en bactéries. 
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 La CE influe le processus de dénitrification et provoque la formation du biofilm. 

 Les micro-organismes présentent des capacités de dénitrification et peuvent croître en 

présence d'oxygène. 

 Le support a permet  de réduire les concentrations des nitrates et nitrites, ce qui montre 

l’efficacité de notre procédé de biofiltration.  

 Le support favorise le passage de l’effluent à travers la zone de biofiltration. 

En perspective de ce travail, il est important de tester d’autres supports capables d’abriterles 

populations bactériennes et faire une comparaison avec les résultats obtenus dans ce travail. 

Ceci, afin de trouver un support qui présente des meilleures performances pour les procédés 

de la biofiltration. 
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Annexe A1 : Photos des matériels utilisés au laboratoire 
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Préparation des réactifs  
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Annexe A2 : Composition du réactif sulfophenique 

Réactifs 

-Acide sulfonique 

- phénol 

Préparation  

-Dissoudre 12 g de phénol dans 144 ml d’acide sulfonique   

- Laisser 2 h dans un bain marie 

 

 

 
 

 

Figure1 : Courbe d’&talonnage de nitrates 

 

Annexe A3 : Composition de réactif du diazotation 

Réactifs 

-Acide ortho phosphorique H3PO4 

- sulfanilamide C6H8O2N2S  

- dichlorure de N-(1- naphtyle) éthylène diamine  

-Nitrite de potassium NaNO2 en poudre 

Préparation  

- Prendre 30ml d’eau distillée. 

-Ajouter 5ml de H3PO4 

-Ajoute 2g de C6H8O2N2S 

-Après dissolution, ajouter 0.1g de dichlorure de N-(1- naphtyle) éthylène diamine 

-Mélange et compléter à 250ml avec d’eau distillée 

-conserver à 4°C dans un flacon brun 
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R² = 0,9993 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0 0,5 1 1,5

[N
O

3
- ]

 

C(mg/L) 



Annexe 
 

 

 

Figure2 : Courbe d’étalonnage de nitrites 

 

 

AnnexeA4: Milieux de culture 

Composition King B 

Peptone "B"………………………………… 20,0 g 

Glycérol ………………………………………..10,0 g 

Hydrogéno- phosphate de potassium ……………………..1,5 g 

Sulfate de magnésium heptahydraté…………………………1,5 g 

agar purifié ………………………………………………….12,0 g 

pH = 7,2 

Technique 

A partir d'une culture sur gélose (faire une suspension en eau distillée) ou dans un bouillon, 

ensemencer le milieu en faisant une strie à la surface de la gélose avec l'anse (ou en déposant 

une goutte de suspension). 

- L'incubation est réalisée en aérobiose. 

Composition Mannitol-Mobilité-Nitrate 

Ce milieu permet l’étude de la dégradation du mannitol qui est un produit de dégradation du mannose 

* Les bactéries  très mobiles peuvent se déplacer dans la gélose molle : étude de la mobilité. 

* Les nitrates du milieu peuvent être réduits en nitrites puis en N2 : test nitrate réductase. 

 

Hydrolysat trypsique de caséine:..................10,0 g 

y = 2,055x + 0,0258 
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Mannitol:..........................................7,5 g 

Rouge de phénol:...................................0,04 g 

Nitrate de potassium:..............................1,0 g 

Agar:..............................................3,5 g 

pH = 7,6 

Préparation 

22 g par litre. Stérilisation classique 

Technique 

Ensemencer par piqûre centrale à l’aide d’un fil droit. 

Incuber 24 h à T° optimale. 

R : ce milieu est utilisable uniquement pour les bactéries fermentatives. 

Lecture 

Résultats possibles 

*Milieu jaune : mannitol + 

*Milieu rouge : mannitol – 

Ensemencement en piqure centrale. 

*Trouble diffus dans la gélose molle mobilité + 

*Trouble persiste prés de la piqure mobilité - 

Pour une bactérie aérobie stricte, la culture sur toute la hauteur accompagnée éventuellement 

de bulles montre une respiration nitrate. La réduction des nitrates pourra être visualisée par 

addition des réactifs habituels. Leur acidité entraîne un virage progressif au jaune d'un milieu 

rouge. 

*Le nitrate réductase est capable de réduire les nitrates jusqu'au stade nitritES. 

*Le nitrate réductase est capable de réduire les nitrates jusqu'au stade diazote (gazeux) 

                      Tableau II.3 :Technique de coloration de Gram 

Coloration de Gram 

Technique Résultats 

-Réaliser le frottis et le fixer. 

-Colorer au violet de gentiane (cristal) phénol durant 

environ 1min. 

-Laver à l’eau distillée(ou de robinet). 

-Faire agir la solution de lugol durant environ 1 min. 

-Laver à l’eau distillée(ou de robinet). 

-Faire agir l’éthanol à 0.95 durant 10 secondes ou faire 

couler l’éthanol sur la lame jusqu’à décoloration. 

-Laver à l’eau distillée(ou de robinet). 

-Colorer à la fuchsine phénol de quelques secondes à 1 min 

selon sa concentration. 

-Laver à l’eau distillée(ou du robinet). 

 

 

Les bactéries à Gram 

positif apparaissent 

violettes et les bactéries 

Gram négatif sont roses. 
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-Observer après séchage à l’immersion (objectif x100) et à 

pleine lumière. 

 

 

 

 

 

 

 



                                                      Résumé 

 

 
La présente étude s`intègre dans le cadre du développement de la technologie de traitement 

des eaux par biofiltration, qui repose essentiellement sur l`utilisation d`un support granulaire 

sur le quel se fixe les populations bactériennes qui dégradent la pollution. L`objectif principal 

de ce travail est de tester la possibilité de valoriser les déchets de fabrication de la brique à 

usage de construction bâtiment comme support de biodénitrification dans un réacteur à lit fixe 

avec un écoulement ascendant. 

Les résultats obtenus montrent que le support peut supporter une charge cellulaire de l`ordre 

de 3.20 mg de MVS/g du support à partir du cinquième jour de fonctionnement.Le support a 

permet  de réduire les concentrations des nitrates et nitrites, ce qui montre l’efficacité de notre 

procédé de biofiltration.  

Mots clés: Biofiltration; support ; biofilm ; boues activées, nitrates, nitrites 

 

 

                                                 

 

                                                                   ملخص         

 

ى و التي تعتمد على داعم الذي يحتوي عل ، تطوير تكنولوجيا تصفية المياه  بطريقة طبيعيةإطار هذه الدراسة تدخل في 

 كالآجرالعمل هو محاولة استغلال مخلفات البناء أساسي من هذا  الهدف .جزيئات التي تقوم بتثبيت البكتيريا التي بالتصفية

.ودلك باستعماله في حوض ثابت مع تدفق صاعد النيترات لإزالة كداعم   

الداعم  مغ  من مادة الجافة  و ذلك ابتداء من اليوم الخامس من العمل3.20 استيعابالنتائج توضح  بان الداعم قادر على 

 يسمح بتقليص تركيز النيترات و النيتريت وذلك يثبت فعالية نظريتنا في التصفية.

 

، النيترات،النيتريت  .المنشطة الحمأة ، بيوفيلم  ،الكلمات الدلالية :  تصفية ، داعم السيراميك  

 

 

 

 

 


