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I ntroduction

| ntroduction

Les eaux minérales naturelles sont des eaux quigmaeent des nappes souterraines. Elles sont
caractérisées par leurs puretés microbiologiqudsues compositions chimiques constantes au sein
d'une méme nappe [IHlles sont connues depuis toujours pour leurs piositioérapeutiques, qui sont

liés a la nature des éléments minéraux qui lesexamgnt [2]

Parmi les maladies traitées par ces eaux, on trkinfection urinaire et la cristallisation oxalo-
calcique(calculs rénaux) [2]Cette derniére résultde la précipitation des calculs oxalo-calciques au

niveau des voies excrétrices urinaires, laquatiéaeplus fréquente (70%347].

Certaines variétés des eaux minérales naturell@snjoun réleessentiel a I'encontre de la
formation des calculs rénaux. Grace a leur richesséons magnésium, sulfate et certains oligo-

eléments, qui sont considérés comme des inhibitkuita cristallisation oxalo-calciqy, §].

Plusieurs travaux ont été effectuées dans I'étedkefiet inhibiteur des eaux minérales sur la
formation des calculs oxalo-calcique [9-11]. Ledfédents résultats trouvés ont montré que
l'laugmentation des concentrations erl"Fég'™ et F défavorise la précipitation de l'oxalate de
calcium dans plusieurs types d'eaux min&gd®@]. De plus I'étude spécifique sur I'eau de Zamzam a
prouvé que sa richesse en différents sels mindeauegnd un milieu inhibiteur de formation oxalo-

calcique [10] et aussi un bon germic[dé, 12, 13].

Le travail de ce mémoire consiste a I'étude detiviaé antibactérienne et le pouvoir inhibiteur
vis-a-vis de la formation des cristaux oxalo-caleigle trois types d’eaux minérales, a savoir: ¥ e

thermale de Hammam EI-Charef et Zelfana et I'eatiaslezam.
A cet égard, le mémoire présente deux volets :

Le premier visant a étudier I'activité antibactérienne de$édentes eaux minérales naturelles
(celle de hammam EI-Charef, hammam Zelfana et Zanjzas-a-vis dedactéries a Gram négatives
tels que:Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Proteus mirabilis, Salmonella typhi, Shigella sp
et une bactérie a Gram positif com@eaphylococcus aureus. Dans cette étude, nous avons utilisé la
meéthode de diffusion de disques, ou ces derniesmseemplacés par des disques de papier Whatman

trempeés par les difféerentes eaux minérales a tgistel8].



I ntroduction

Le deuxiemevisant a étudier I'effet inhibiteur de formatiomsd cristaux oxalo-calcique des
différentes eaux minérales étudiées. Nous avoliséuta méthode spectrophotométrique pour suivre
la formation de l'oxalate de calcium qui présemeprécipité colloidal dans les solutions étudi¢es.
courbes trouvées permettent de définir la formadiomalate de calcium, d'une fagon continu au cours
du temps (model turbidimétrique). Ces courbes neoitirois phases qui sont intéressantes a sasoir: |

nucléation, la croissance et I'agrégation cristaldans I'étude cinétique de cristallisation [9].
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[.1- Eaux minérales
[.1.1- Définitions

1.1.1.1- L'eau minérale naturelle : D'apres le Iégislateur algérieHeau minérale naturelle " est une
eau microbiologiquement saine provenant d’une nappd’un gisement souterrain, exploité a partir
d’'une ou plusieurs émergences naturelles ou foeépspximité desquelles elle est conditioringd.

Ces eaux minérales naturelles peuvent possédeprdpsétés thérapeutiques favorables a la santé
humaing[l, 19, 20]. Elles sont des eaux souterraines ayaatcomposition chimique constante dans
la durée [2122]. L’eau minérale naturelle est rattachée a un gseiment souterrain et a une action

bénéfique sur 'organism@2].

Les eaux des nappes souterraines trés profondssnpeét généralement une excellente qualité
au point de vue microbiologique [6]. Leur compiositest assez constante au sein d’'une méme nappe.
Dans la plupart des cas, I'eau souterraine ne @antpas doxygene dissoy23]. Elles sont

généralement exemptes de contaminants chimiquesiftates ou produits xénobiotiques) [24].

L’eau minérale naturelleest une eau qui se distingue nettement de I'edaoidson ordinaire du

fait qu'elle :

- possede une teneur assez élevée en certainsméedsaux, d'oligo-éléments et d’autres

constituants [24];
- provient directement de nappes souterraines [24]

- est constante dans sa composition et stable stamglébit et sa température, compte tenu des

cycles de fluctuations naturelles mineures [24];

- est caractérisée par une pureté microbiologigua eomposition chimique de ses constituants

essentiels [24] et enfin,

- n'est soumise a aucun traitement [25].



Chapitre | Eauxnérales

1.1.1.2- L'eau thermale: Selon la Iégislation algériennkeau thermale est définit comme suit:Les
eaux thermales sont des eaux captées a partir éneaence naturelle ou d'un forage et qui, eomais
de la nature spéciale de leurs principes, de kiliséade leurs caractéristiques physiques et de le

composition chimique, peuvent avoir des propriétésapeutique's[26].

Les eaux minérales naturelles outre leur caratifues peuvent avoir des propriétés

thérapeutiques favorables a la santé humaine [1].

L'eau thermale est une eau dont la températursugstrieure a la température moyenne des

eaux de nappe de la régi@7].

A cOté de ces définitions, d'autres termes peuagparaitre commeeau thermo-minérale»ou

d'autres dénominations qui ne sont pas reconn@s [2
[.1.2- Classification des eaux minérales:

Les eaux minérales sont classées par leur commositimique (quantité et nature des minéraux

contenus sous forme ionique), la température itl§24, 29].
A. Composition chimique :

Elles sont classées en fonction de leur compositfiamique en eaux [24, 29]:

sulfurées sodiques ou calciques;

sulfatées;

— chlorurées sodiques ou salées;

— bicarbonatées gazeuses;

— a minéralisation spécial (exemple: eaux ferrugiesls
B. Température:

Selon les différentes degrés de température, dingli® les eaux [24, 29]:

- hyperthermales dont la température est supériehe€;
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— meésothermales ou thermales dont la températumegirise entre 35-50 °C;
- hypothermales dont la température est située 20t&5°C;

— froides dont la température est inférieure a 20 °C.
1.1.3- Usages thérapeutiques de I'eau minérale :

De nos jours, l'eau souterraine a les principakestimhtions ou usage suivants: domestique,
agropastoral, industriel et la production miniéde. son cbté, son énergie géothermique est exploitée

pour la production de courant électrique et powhiguffage [30].

Pour ce qui concerne son usage thérapeutique, eeragrelée crénothérapie (créno: du grec
créné "source")24], certaines eaux souterraines sont dotées aj@iptés curatives et possédent par

conséquent des applications en médecine humaitatqu'eaux thermales ou minérdlgs).

Par ailleurs, l'utilisation de I'eau minérale commamplément alimentaire est tres vaste
notamment chez les personnes présentant un défidiin calcium (hypocalciurie) et aussi chez les

patients d'hypertension [32-34].

En outre, elle est préconisémntre les maladies cardiovasculaires, grace aidasse
considérable en ion calcium, suivi par le magnésstite phosphate [33,35, 36].

L'intérét de thermalisme est préconise pour unezaioe orientations médical¢s7], comme
lindique le tableau 1. Ces orientations sont ftetnent liées a la nature des produits minéraux
présents dans I'eau thermal [2, 28,33, 35-44].
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Tableau 1:Indications d'utilisation des différents types dieaninérales

Maladies

Mode d'utilisation

* Troubles urinaires:

sLithiase, cystites récidivantes, prostatite
*Douleurs pelvipéritonéales.

*Diurese, pyélonéphrite

Usage interne "Absorption d’eau, douches
inversées, "et externe "bains”

» Maladies digestives
* Colopathie.
* Trouble hépatobiliaires.

Cure de boissorentéroclise "par contact direct de
I'eau avec la mugueuse digestive"

» Maladies de la nutrition:
» Obésité+ Goutte, diabéte non
insulinodépendant.

Usage externe

» Maladies cardio artérielles et phlébologie
eInsuffisance veineuse chronig@ec ou san
troubles trophiques (ulcéres variqueux).
*Séquelles de phlébite, voire de lymphoede

hypertension, artérites et troubles du rythme

cardiaque

Eaux tiedes: Bains, douches, exercices de marc
smassages de drainage

me,

nY

* Indications gynécologiques:
* Douleurs pelviennes chroniques, infection
chroniques.

Balnéation, applications de cataplasmes de bou
sadministration locale (douches, irrigations...).

» Affections des muqueuses buccales:
» Parodontopathies, stomatites chroniques ¢
aphtoses).

Bains buccaux et douches.
bt

* Dermatologie:

» Eczéma atopique.

edermatoses chroniques au premier rang,
psoriasis et dermatite atopique chronique.

Douches, bains et pulvérisations

* Rhumatologie

eLombalgie chronique, coxarthrose et
gonarthrose.

*Arthrose (des mains, pieds) et rhumatisme
inflammatoires.

Cure externe utilisant principalement des eaux
chaudesbalnéation, d’applications de boues, de
douches, de massages et d’exercices.

5

» Affections respiratoires chroniques
*Asthme, trachéite, bronchite chronique.
*Rhino- sinusite, otite chronique ou
récidivante et pharyngite chronique.

Inhalation, humages, aérosols, douches pharyng
gargarismes et exercices respiratoires.

* Situations neurologiques:
» Seéquelles paralytiques d'origine centrale
périphérique neuromusculaires et

Usage externe
DU

neurovegetative.

Source:[2, 24,29, 33, 35-44]

eS et

jées,
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|.2- Caractérisations des eaux minérales
I.2.1- Caractéristiqgue des eaux thermo minéralesedHammam EI-Charef et Zelfana :

L’Algérie est considérée parmi les pays riches amxaminérales, grace aux nombreuses sources
qui existent dans le Nord de I'Algérie, alors qamslle Sud du pays se trouve également un important
réservoir géothermique assurant exclusivementmialiation en eau potable, appelé Continental

Intercalaire(nappe albiennd3].
1.2.1.1- Eau minérale thermale de Hammam EI-Charfe

La Wilaya de Djelfa est située dans les hauts aletedans la partie centrale de I'Algérie du
Nord a égale distance de ses frontieres Est ettCriés est située a 300 km au Sud d’Alger, a 110 K
au Nord de Laghouéat et 80 Km au Sud-Ouest de Badadd5].

Elle se compose de 3Bommunes regroupées en DAiras parmi lesquelles la commune d'El-
Charef; A 7 Km au Nord-est de cette ville, se slausource thermale de Hammam EI-Charef qui fait
I'objet de notre étude (Figure 1) [45].

Figure 1: Hammam El-Charef
"Altitude 1.11 Km: 34°38'22.44"N, 2°50'26.96"E él&062 m"
Source:[Google Earth 2011, image 16/3/2008]
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1.2.1.1.1- Climat de la région d’étude (Djelfa) :

La Wilaya de Djelfa chevauche sur trois étageslimatiques. Son climat est de type aride au
Nord, aride a semi-aride inférieur sur la partiatcae et aride a sub-saharien au Sud; les hias s

plutét froids et rigoureux en comparaison ave@lés qui sont chauds et secs [45].

L’aridité du climat de la région d’étude se tradear d'importants écarts de températures entre la
moyenne des minimas et celle des maximas (8 a p&t°far une pluviométrie insuffisante, de I'ordre
de 317 mm par an et une irrégularité parfois trasquée de 150 a 380 nidb].

1.2.1.1.2- Caractéristiques de I'eau thermale de Hamam EI-Charef :

La composition chimigque des eaux souterraines @séntlante de la composition lithologique
des couches traversées et du temps de séjour wesCadte interaction influe sur la teneur de degta

eléments minéraux majeurs tels les ions de caldesripns de magnésium et les ions de sulfate. [46]

SelonCHIBANE et al. (2010) les ressources en eaux souterraines dans ogitte groviennent

de quatre aquiféres distincts, il s'agit des:

- Grés Barrémiens;
- Gres de I'Albien;

- Calcaires karstiques du Turonien et les dépotodelement Néogene-quaternaire [45].

L'eau de Hammam EI-Charef, provient d’aquiféresfgrds et qui indiquent que I'on est en
présence d’eaux anciennes qui se sont forméesdganeriodes plus humides que celles d'aujourd’hui

dont I'age pourra étre confirmé par la datatiosabone 1447].

Les eaux de cette nappe ont des conductivitésniadli 430 a 141QS/cm [19]. Malgré cette
variabilité, elles se répartissent en deux familescipales; chlorurée et sulfatée calcique et la

magneésienne [43].

D'aprés l'analyse chimique réalisée en 2001 saul@'El-Charef [47], les concentrations de
guelques éléments minéraux étaient comme suit: /@§0 pour les Sulfates, 261.34 mg/l pour le
Calcium et 57.95 mg/l pour le Magnésium. Le pH eate 6.50 a 6.80. Quant a la température, elle

varie de 25 a 35 °C et la conductivité se situd4lus/cm.
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1.2.1.2- Eau minérale thermale de Hammam Zelfana:

La Wilaya de Ghardaia se situe dans le Sahara darttal algérien (Fig.2). Elle comporte 13
communes parmi lesquelles la commune de Zelfan#, ldau thermale qui fait également I'objet de
notre étude [48]. Cette commune est située au Sudes Ghardaia et s’étend sur une superficie de
2220 kmz2, & 480 metres d’altitude [48].

Zelfana située a quelque 65 km de Ghardaia et@émour ses eaux thermales aux diverses
propriétés curativelg8].

La 'Wilaya de Ghardaia

kilamatras

L éqgedmbe
D La Wilaa de Ghardala

] acommune de Zerana
(Region & Etude)

01: Lecodedels Commune

llometres

Figure 2 : Situation géographique de la commune de Zelfanardzia) [48].
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1.2.1.2.1- Climat de la région d’étude (Zelfana) :

La région de Zelfana se caractérise par un climbaigen de type sec. Les hivers sont courts et
rigoureux et les étés sont longs et chauds [49.drécipitations annuelles sont trés faibles altent

100 a 200 mm/an et les températures extrémes peatteimdre 50°C [49].

Ces caractéristiques climatiques se répercuterdctdiment sur I'’hydrographie saharienne
entrainant la rareté des eaux superficielles gtplirtance des eaux souterraines. Ces régions sont

connues par leur climat aride caractérisé par leque de précipitation (160 mm /an) [49].
1.2.1.2.2- Caractéristiques de I'eau thermale de Hamam Zelfana:

Les eaux thermales de Zelfana sont captées a pautircontinental intercalaire. Les
caractéristiques de profondeur, de température efatinité sont spécifiques au type de la formation
géologique du continental intercalaire dans lamégi'étudeg48]. Le réservoir de ce dernier présente a
(Zelfana) un gradient du Sud-ouest vers le Norddes#00 & 1000 m de profondeur [48]. Hammam

Zelfana présente a lui seul un débit de l'ordré@iel/s [48].

Selon CHIBANE et al. (2010) la qualité chimiqgue des eaux souterraines du r&@aha
septentrional (Ghardaia) est du type sulfatochéesuret elle est fortement minéralisée dont la
concentration est de 200,50 mg/l pour le de calcilif®,95 mg/l pour le magnésium et 610,53/
pour le sulfatg45].

Les eaux thermales de la nappe sont de type cBkEswsodiques se caractérisant par une salinité

moyenne de l'ordre de 1¢48] et une température atteignant 40°C [50].

D'apres les analyses chimiques réalisées en 200tawu de Zelfana [47], les résultats montrant
gue le niveau des concentrations des ions sont eosaiih: 290 mg/l pour les ions de sulfate, 159Img/
pour les ions de calcium, 52,52 mg/l pour l'ion rdagnésium. Le pH varie de 7,43 a 6,80, la
température oscille entre de 40 et 42°C et la coindté est de 1915 ps/cm.

10
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|.2.2- Eau minérale de Zamzam

La ville de Mecque est située en Arabie Saoudif® & m au sud de Geddah a c6té de la mer
rouge, a l'attitude 21°26'48"N et longitude de 3®4B"E avec élévation de 1399m a la surface de la

mer.

Le puits de Zamzam qui fait également I'objet déreatude est situé dans la ville de la
Mecque, plus précisément a l'intérieur de la grandsquée sainte "Haram sacré" a environ 20 métres
du c6té Est de la Kaaba [51-58].

Le puits de Zamzam s'enfonce jusqu'a une profondleariron 31,5 m de profondeur, avec un
diametre interne s'étendant de 1,08 a 2,66 métt@3s [

Figure 3: Localisation de puits de Zamzam

11
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1.2.2.1 Climat de la région d’étude (I’Arabie Saadite) :

Le climat a I'Arabie Saoudite est désertique sedigrr avec une faible précipitatiofes
températures sont élevées pendant toute 'anngewstent grimper jusqu'a la barre de 50°C en été
[12].

1.2.2.2 Caractéristiques de I'eau minérale de Zagam:

La qualité chimique de l'eau de Zamzam est du sypfato-calcique. Elle estonnue par sa
conductivité élevée, sa forte minéralisation envig00 mg/l et un pH alcalifb4, 58] L’analyse
chimique de quelques éléments minéraux donne leseotrations de l'ordre de 114 mg/l pour le
calcium 27.97 mg/lpour le magnésiuni,47.50 mg/lpour les ions de chlor@85 mg/lpour les ions de
carbonate €610,530mg/I pour les ions de sulfate. Le taux des soldissous se situel®11mg/I.

Les microbes ne peuvent pas survivre dans l'eaatszam parce qu'elle contient une
concentration en fluorure avoisinant 0.72 mg/l, guine action germicide efficace contre les germes

pathogénes [12, 13].

D'apres 'OMS, lI'eau de Zamzam contient des gugatitéatives dues a son contenu plus élevé en

sels minérauf54, 13].

En outre, elle peut jouer également un role criigans l'inhibition de la formation des cristaux
oxalo-calciques a cause de leur contenue en sakyanix (N&, Ca™*, Mg'™", K*, HCO3, CI, F, NO3,
et SO,) [10].

12
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.1- Généralités sur I'activité antibactérieme
[1.1.1- Souches testées

Ce sont généralement des souches bactériennesnsabpes des intoxications alimentaires

résultant de l'ingestion d'un aliment contaminé par

bY

a) Escherichia coli : C'est une Enterobacteriaceae, bactérie a Gram ivegaivant
couramment dans lintestin de 'homme et de l'ahienasang chaudElle est responsable des
gastroentérites, des diarrhées, des méningitearttip provoque également des infections au niveau
du tractus urinairgs9].

b) Pseudomonasaerogenosa Elle appartient a la famille des Pseudomonaceast ane
bactérie a Gram négative, en forme de batonneibeestricte, non sporulée et tres mobile grace a u
cil polaire. En outre, c'est un germe aquaphilail@quiste rencontré dans différents supports de
contamination comme : les sols, les végétaux etdes (douces et marineg)le est responsablies
infections nocosomiales [59].

c) Staphylococcusureus: Elle appartient a la famille de Micrococcaceaestcune bactérie
en forme sphérique "cocci" a Gram positive immqgbélérobie ou anaérobie facultative, catalase(+),
coagulase(+) et oxydase(-). C'est un germe ubmuiatfectant aussi bien I'homme et d'autre
mammiféres.Elle estresponsable des infections pyogenes de la peaumndgseuses, mais aussi
osseuses et digestives [59].

d) Salmonellatyphi : C'est une Enterobacteriaceae, bactérie en forntgtmnet a Gram
négative, anaérobie facultative. Elle est respdesdibla fievre typhoidb9].

e) Shigellasp. : C'est une Enterobacteriaceae bactérie en fornbdtdanet a Gram négative.
Elle est responsable de la shigellose qui estnfieetion de l'intestin [59].

f)  Proteusmirabilis : Elle appartient a la famille des Enterobacteriaceaactérisée par leur
grande mobilité et peut induire des infections dems urinaires (dans 60% des cas d'infections

urinaires), des infections des voies respirat@tesitanéefb9].

13
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11.1.2 - Test de l'activité antibactérienne

Les effets inhibiteurs des différentes espéeceslaetgs aromatiques et des épices sont connus
depuis longtemps. Récemment, des études ont miadtigité antimicrobienne de plusieurs aliments

comme le miel et les eaux minérales.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mettre \etegce l'activité antibactérienne, parmi

lesquelles nous citons :

a) Meéthode de diffusion des disques:C'est la méthode la plus utilisée ou
'ensemencement de la souche bactérienne se faih@adation d'une gélose Muller-Hinton et les
disques de papier filtre imbibés dans les échanslla tester sont placés a la surface de la gélose
Aprés incubation a 37°C pendant 24 heures, desszdimhibition apparaissent autour des disques

[60-63], comme montre la figure 4.

Figure 4 : Visualisation des zones d’inhibition selon la mékhale diffusion des disquis.

b) Epsilometre test: Elle est semblable a la méthode précédente saigf fmes ci que les

disques sont remplacés par des bandes en nyloredamdsun gradient linéaire antimicrobien

14
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lyophilisé. Cette méthode a pour but de détermimeoncentration minimale inhibitrice (CMI) ou la
zone (en forme de poire) d'inhibition d'ellipsoteisé la bande [63], comme indique la figure 5:

&
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Figure 5 : Zones d’inhibition selon la méthode d'E-test [63].

c) Méthode des puits sur milieu solideAprés I'étalement de la souche bactérienne sur le
gélose de Mueller Hinton (MH), suivi d'une incubatia 37° C pendant 30 mn, des puits ont été
creusés stérilement dans le milieu (MH) puis rempér I'échantillon a testgg4]. Apres l'incubation
a 37°C pendant 24 heures)e zone d’'inhibition autour de ces puits indicag@ilésence d’'une activité
antibactérienn64].

d) Méthode de micro-dilutions: Elle a été effectuée par des essais de micro-itsag des
plagues de microtitration. Chaque puits de plaguengtrotitration contient la solution a tester esd
solutions diluées de bactéries cultivées pendartel@es. Ces plaques sont incubées a 37°C pendant
24 heures. La croissance microbienne est évaluéla paesure de I'absorbance a 620 nm en utilisant
un lecteur de microplague (Multiskan Ascent, Thefisher Scientifique) [65].

e) Méthode de diffusion sur Agar: Des suspensions bactériennes sont mélangés avec
I’Agar, aprés la gélification de I'agar, des puitsit crées dans lesquels la solution testée estluite
via des micropipettes jaugées. Aprés une incubai®i°C, les diamétres d’inhibition sont mesurés
[65].
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[1.2- Généralités sur la lithiase urinaire

La lithiase urinaire est une pathologie fréquerffectant entre 4 et 18% de la population

mondiale selon les études et les pays [66-68].

C'est une maladie qui touche les pays développgisisqaie ceux en voie de développement tels
la Turquie, I'Inde et le Vietnam [69]. Elle consign la présence d’'un ou de plusieurs calculs ldagns
voies excrétrices urinaires (cavités rénales, testévessie et urétrgf0] et dont le rein gauche est
plus souvent concerné que celui du coté droit [69].

[1.2.1- Définition:

La lithiase est définie comme le résultat d'uneuaadation anormale des cristaux a l'intérieur
des voies urinaire. Cette précipitation se faiples souvent a partir des constituants normaux de

l'urine [71].La lithiase peut survenir par :

— diminution du volume urinaire;
— augmentation du débit urinaire des substances tifsles de précipiter;

— variation du milieu chimique et organique [71].

[1.2.2- Calculs lithiasiques:

On entend par les constituants lithiasiques tolee®speces de molécules, cristallines ou non,
identifiées dans les calculs [72]. Ces derniersvpeu avoir différentes combinaisons de sels. La
fréquence des urolithiases selon la compositioid#uée dans le tableau 2. Dans la plupart des ca

les calculs sont a base de calcidh

Dans les pays industrialisés, I'oxalate de calcash présent dans plus de 70% des calculs
urinaires [3, 5, 73].

L'étude réalisée p&USSAMA etal. (2000) sur un effectif de 123 hommes et 60 femmes, est
identifie que l'oxalate de calcium était le plusginent (86.4%) [67].
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Tableau 2 : Types et fréquence des lithiases.

Type Fréquence (%)
Oxalate de calcium (1) 36-70
Phosphate de calcium (2) 6-20 70-88
Mixte (1+2) 11-31
Struvite 6-20
Acide urique 6- 17
Cystine 0,5-3
Autres 1-4

Sourcgt, 5]

Selon SOULA (2009), 83% des 53 patients consultés présentent deslsale type oxalo-

calcique pur, par contre 5.6% ayant des calcutygke mixte (oxalate et phosphate de calci{if)

D'aprésPARENT et al. (1999), l'oxalate de calcium est retrouvé dans les calsaiss deux
phases cristallines distinctes : I'oxalate de naicmono hydraté Ca0O, H,O (ou whewellite) (photo
1) et I'oxalate de calcium di-hydratés G@¢2H,O (ou weddelliteYPhoto 2)[73].

Photo 1 :Calcule de type WHEWELLITEL6].
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Photo 2 :Calcule de type WEDDELLITE [16].

I1.2.3- Différents type de lithiase:

Il existe différents catégories de lithiases prémendes compositions différentes en sels
minéraux[70].

a) Lithiase calcique :

Les lithiases calciques sont beaucoup plus fréggeplus de 70% des lithiases rénales dont les
calculs sont composés d'oxalate de calcium pur eunmdlange oxalate et phosphate de calcium,

rarement de phosphate de calcium pur [74, 75].

On distingue deux types de lithiase calcique :

— Oxalique : Pres de 80% des calculs urinaires coméiet de I'oxalate [74)'hyperoxalurie
se définit comme une élimination urinaire d'oxalspéerieure a 50 mg/24 h sous un régime contrélé

en oxalate. La norme varie entre 20 & 50 mg / 24d3sg72].

— Phosphatique Elle se définie comme une élimination excessive glessphates dans les
urines. Les valeurs normales oscillent entre 6Q0G0 mg / 24 heures. Toute valeur supérieure a 1200

mg / 24 heures est considérée comme pathologi@je [7
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b) Lithiase phospho-ammoniaco-magnésientes calcules de phosphates ammoniaco-
magnésiens sont souvent d'origine infectieuse ®&[12, 76, 77].

c) Lithiase urigueles calcules dominants sont composeés de l'acideeifir2].

d) Lithiasepurique: les calcules sont formés sous l'influashe#acide purique [72].

e) Lithiase orotique: Les calcules constituent dadaorotique [72].

f) Lithiase d'urate acide d'ammonium: Ce type de dghi dépend principalement des
conditions d'environnement et des habitudes nonritelles, ce qui explique qu'elle est devenue
exceptionnelle dans les pays industrialigey.

g) Lithiase cystiniqueC'est une variété rare de lithiase héréditaireegeprésente que 18es
calculs urinaires [72, 75-78].

[1.2.4- Facteurs causals:

La lithiase calcique résulte de l'interaction emtes facteurs intrinséques non modifiables tel que
l'age, le sexe et les maladies héréditaires, etneggjues modifiables (nutritionnels, médicaments,
climatiques). Le tableau 3 regroupe les facteuverfaant I'apparition de la lithiase rénale et ses
fréquences [5, 7, 67, 68, 69, 72, 78-86].
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Tableau 3 :Principales causes des calculs rénaux

Facteurs causals Fréquence en %
1. Intrinseques:
* Influence de I'age et le sexe: L'hnomme est un glas touché que la femmr, ~10
chez 'nomme les calculs oxalo-calciques représer@d&% du total des calculs

rénaux observés a I'age de 30 a 45 ans, tandis mprésentent environ 50% du

total des lithiases chez la femme dans toutesdesties d'age.

» Maladies génétiques et héréditaire: Malformatiahes I'appareil urinaire ~5
hypercalciurie familiale, hyperoxalurie primaireystinurie congénitale, acidose
tubulaire, déficits enzymatiques de la voie desinas; anomalies des canaux

chlore.
2. Extrinséques:

» Mauvaises habitudes alimentaires: défaut de bojsexces d’apports €n
protéines animales, en sel, en produits laitiersgalenents riches en oxalate ou|en ~ 60
purine, exces d’apports ou déficits vitaminiquasamine D, vitamine C, vitamin
B12

D

 Médicaments : de traitements de I'obésité, ilmident avoir un effet sur la

progression de l'insuffisance rénale. -1
* Infections urinaires et intestinales: entérobaesenotammenPr. mirabilis, E.
coli. ~10
» Climatique et variation saisonniere: I'expositi@u soleil augmentant la
production de vitamine D, ce dernier jeu un rblejama pour augmenter ~10
I'absorption intestinale du calcium

3. Autres facteurs causals ~4

Sourdé, 7, 67, 68, 69, 72, 78-86].

11.2.4.1- Influence de la qualité de I'eau de boiss:

L'influence de la teneur en calcium de I'eau dedmn sur la fréquence de la lithiase calcique a
éte longtemps discut¢eé?].
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DJAOUD-HARRACHI et al. (2004) ont montré que les eaux de boisson ont un eféatemtif
sur le risque de cristallisation de I'oxalate deigen; L'eau trés faiblement calcique possede amajr
pouvoir inhibiteur sur la cristallisation oxalo-cajue (80,58 %) et elle retarde la croissance des

cristaux d'oxalate de calciufhl].

D'aprés une étude pratique, (en Europe), l'eaacalse par rapport a I'eau douce a été associée
a une augmentation significative (de 50%) de laceatration urinaire en calcium, en l'absence des
changements de I'excrétion d'oxaldette étude suggere que, dans l'approche préeeniix lithiase
calcique, la prise de I'eau douce est plus sodflaital'eau calcareuse, puisqu'elle a été assadige

risque inférieur pour la répétition des pierrecdieium[87].

D'apres I'enquéte dehomas et Thomasen 2005 sur I'eau thermo minérale de "Vittel", ils ont
montré que l'orientation primaire de cette eau dest"soigner les reins”, et aussi elle peut étre

bénéfique quelle que soit la pathogénie de la rgyatthie grace a la forte teneur en magnés$jm

L'étude réalisée en Allemagne (2006) sur 34 paiéRbur la lithiase oxalo-calcique), aprés
l'administration deux types d'eaux minérales |'état riche en magnésium et autre non, la conatusio

montre que l'apport hydrique de magnésium permierlaation des complexes solubles avec I'oxalate

[7].

Ainsi que les eaux riches en sulfate de magnésiiniavantage d’étre diurétiques et laxatives
[70].

11.2.5- Cristallisation oxalo-calcique:

La formation d'une lithiase est possible lorsquedacentration des sels lithogenes dépasse leurs
solubilités, ce qui entrainera la formation detarg. Si ces cristaux demeurent suffisamment petits
ils seront excrétés de fagon normale et n‘aurasidgaconséquence clinique. Dd@sas contraire, la
croissance et I'agrégation des cristaux entraihéadormation de lithiaseg].

11.2.5.1- Etapes de la formation des calculs (Cristlisation):

La cristallisation est I'ensemble des processuduisant a la formation de calculs a partir d'une

solution sursaturf/2, 7, 9]. Ces calculs se forment en trois étapes:
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— 1" étape : La nucléation,Elle se caractérise par apparition de petits auistde taille
inférieur a 1 um appelés germes cristallines, dentnombre et la taille des germes sont

proportionnellement positifs avec le degré de sdiom([5, 7, 9,72].

— pleme étape : La croissance cristallineElle correspond a l'augmentation de la taille des
petits cristaux et se transforment en cristautadie situé entre 1 a 100 @6, 69]. La croissance se
fait par adsorption des éléments a partir de la solut@ort la sursaturation élevée n'est pas nécessaire
mais elle augmente la vitesse de la croissanstalline[9].

- 3®*Mgtape : L'agrégation cristalline, L'apparition des particules de taille supérieut®@
microns est marquée. Cette étape est liée au noetbada taille des cristaux est proportionnel au
degré de sursaturation. C'est un processus raglldese fait par agglutination de plusieurs cristqui
met en jeu des phénomenes d'attraction électrggéadn fonction de charge superficielle des cnstau

[7, 72].

La réaction de la précipitation oxalo-calcique i$téc

v

Ca" + C0O,? < Ca, (aqueux) ———» CaGO;, solide

T

[1.2.6- Inhibiteurs de cristallisation

Il existe normalement, dans I'urine, un équilibnér@ promoteurs et inhibiteurs de cristallisation
[4]. La formation des calculs résulte d'un désdopal entre des deux facteurs (promoteurs et

inhibiteurs) de la lithogénese [7].

— Les ions participant a la formation des especeslubtes sont appelés promoteurs de la
cristallisation [78]: L'oxalate, calcium, phosphasenmonium, urate, sodium, cystine, dihydroxy-2-8
adénine et xanthine [72].

— Un inhibiteur a pour role d'empécher, de ralentirde réduire l'une ou plusieurs phases de
cristallisation [72]. Il agit soit par compétitimmimique ou par modification de la force ioniqué][7

On peut les classer en deux groupes selon leus poaéculaires (micro et macromoléculaires)
et en quatre groupes suivant leur effets sur latalisation. Certains produits peuvent exercer

simultanément plusieurs actions a des degrés dive}s
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[1.2.6.1- Inhibiteurs de la germination cristalline:

— Le magnésium par compétition avec le calciumfoilme avec I'oxalate des complexes
solubles. Il en résulte une diminution de la sunsdion urinaire en oxalate de calciJiil, 8§.
D'apresBASAVARAJ et al. (2007) le magnésium réduit le nombre de cristaux oxaloigue a

raison de 50%, dans une solution sursaturée (d=eotnation 2mmol/l) d'oxalate de calcium [8].

— Le citrate est I'un des principaux inhibiteurs detistallisation de I'oxalate et/ou phosphate
de calcium([74, 89, 90]. L'étude initro de DRONGELON VAN et al. (1998) montre que l'ion de
citrate posséde une action inhibitrice tres unss [69]. || forme un complexe avec les ions de
calcium [74], et capable de former avec les ionssphate un ion complexe phosphocitrate qui
possede une activité inhibitrice vis-a-vis destatig de phosphate de calcium [91, 92].

- Les sulfates sont décrits comme ayant un effetgmiifvcontre la cristallisation [93]. Le

tableau 4 résumé les inhibiteurs de la germinatiatalline [72].

Tableau 4 :Inhibiteurs de germination cristalline

Inhibiteurs Effet sur la formation des cristaux
Phosphate de Calcium Oxalate de Calcium
Zinc + +
Magnésium + +
Aluminium +++ +
Citrate ++ +++
Isocitrate ++ +
Fluorure + ND
Pyrophsphate +++ +
Macromolécules ++

Note: +: Inhibition modéré,++: Inhibition marqué,+++: Forte inhibition
Source:[72]
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[1.2.6.2- Inhibiteurs de la croissance cristalline:

— Le citrate et pyrophosphates qui sont de bons ebesngfinhibition de la croissance cristalline

[9].

— Les inhibiteurs macromoléculaires tels les glycdsaglycanes, mucoprotéines et
mucopolysaccharides qui interviennent directemanigeau des sites de croissance cristallins, selon
un meécanisme d’absorption réversible et sont stikbep d’interférer ainsi avec le processus lithuge
[94].

— Les oligo-éléments qui se comportent surtout corde®inhibiteurs de croissance vis-a-vis des
cristaux phosphocalciques tels le zinc (puissahibiteur), le fer, le plomb, le manganése, le
cadmium, le cobalt et le chrome ou encore le kbémgllqui sont efficaces a de tres faibles

concentrations [71]. Le tableau 5 résume les itdiios de la croissance cristalline [72].

Tableau 5 :Inhibiteurs de croissance cristalline

Inhibiteurs Effet sur la formation des cristaux
Phosphate de Calcium Oxalate de Calcium
Magnésium + +
Citrate + +-
Citrate-Al (111) +++ -
Citrate-Fe (ll1) ++ +
Citrate-Cr (111) + -
Isocitrate ++ ND
Phosphocitrate +++ ++
Fluorure + ND
Pyrophosphate ++ +-
Glycosaminoglycans + ++

Note: +: Inhibition modéré;++: Inhibition marqué;++: Forte inhibitiont-: Inhibition faible,

ND: Non déterminer.
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[1.2.6.3- Inhibiteurs de stabilisation de la phaseristalline:

- Les ions magnésium, pyrophosphates et carbonatstajilisent les phosphates amorphes
de calcium retardent ou bloquent leur transforamaéin espéeces cristalling6].

— Les acides glycuronique, ascorbique, pyrique, itarr et lactiquequi agissent sur la
solubilité du carbonate et du phosphate de calditth Le tableau 6 résume les stabilisants de la

phase cristalline [72].

Tableau 6 :Stabilisants de la phase cristalline

Inhibiteurs Effet sur la formation des cristaux
Phosphate de Calcium Oxalate de Calcium
Magnésium ++ ++
Carbonate ++ ND
Pyrophosphate ++ -

Note: ++ Inhibition marqué, (-): pas d'inhibition Source:[72]
I1.2.6.4- Inhibiteurs de I'agrégation cristalline:

Parmi les inhibiteurs de I'agrégation cristalling, distingue les citrates, les pyrophosphates qui
perturbent les phénomeénes d'attraction électriqtre ées ions en bloquant les sites de croissidjce

Le tableau 7 résume les inhibiteurs de I'agrégatiistalline [72].

Tableau 7 :Inhibiteurs de I'agrégation cristalline

Inhibiteurs Effet sur la formation des cristaux
Phosphate de Calcium Oxalate de Calcium
Citrate + +++
Pyrophosphate + ++
Glycosaminoglycang + ND
Note: +: Inhibition modéré;++: Inhibition marqué Sourd@2]
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11.2.7- Etude de la cristallisation avec et sans hibiteurs par turbidimétrie:

La turbidimétrie est une méthode optique cinétiquemesure la variation de I'absorption en
fonction de temps [9]. La cristallisation a étédie par le modele turbidimétrique a cause des

avantages suivants:

— simple a mettre en ceuvre;
— bonne reproductibilité;
— suivie de la cristallisation d'une fagon continue;

— nette représentation pour les trois phases deskaliisation [9].
Les facteurs agissants sur le modele turbidimérapnt9]:

- la concentration des substances a étudier;
- lavitesse avec laquelle, on ajoute le réactif;
— l'agitation;

— la température;

— la présence de substances étrangeres;

— eten finle pH.
[1.2.7.1- Pourcentage d'inhibition (I %):

Le pourcentage d'inhibition | (% ) est calculé [@aformule suivante [95]:

P
1% =1——-2x100
g1

Avec:
| (%): Pourcentage d'inhibition.
P,, : Pente turbidimétrique avec inhibiteur.

Py : Pente turbidimétrique sans inhibiteur.
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11.2.7.2- Allure générale des courbes turbidimétmjues:

Les cristaux formés dans la solution changent ewtion de temps. Au début, il s'agit des

germes qui sont des petits cristaux dans la ptesricléation, ces derniers croissent apres uaigert

moment et s'agregeftt].

L'allure générale des courbes obtenues par ladiunBirie est représentée dans la figure 6 :

Absorbance

3,25

0,2 7 E.d'agrégation

E.croissance

.|def nucléaltion

- _ Temps{min)
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10

Figure 6: Allure générale des courbes turbidimétriques.

D'apresABDELMALEK F. (1998), La courbe peut étre divisée en trois pafés

- Premiére: Correspond a |'étape de la nucléation cristalline.

— Deuxieme: Correspond a I'étape de croissance cristallineact&xisée par la pente

turbidimétrique, correspond a la partie linéairdadeourbe.

— Troisieme: Correspond a I'étape de I'agrégation cristalline.
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Partie expérimentale

|. Matériels et méthodes

I.1- Objectifs

L'objectif principal de notre travail se résumel@métermination de I'activité anti bactérienne et
anti-lithiasique des trois types d’eau minéraleau¥ minérales naturels de Hammam EI-Charef, de
Hammam Zelfana et de Zamzam", ou nous avons tl&s®glon les axes suivants : La détermination

des parametres physicochimiques et bactériologigeesdactivité antibactérienne, ainsi que I'atéiv

anti-lithiasique des trois eaux minérales.

& Prélévements

Les prélevements qui sont étalés entre juin 202D ER.

Tableau 8 :Dates des préléevements des eaux minérales etdestigations

Lieux de prélevement des| Date de Destination Analyses effectuées
eaux minérales préléevement
Hammam El-Charef 27/06/2011 Laboratoire de 'ADE a | - Parametres
Laghouat physicochimiques et
bactériologiques
13/03/2012| Laboratoire de I'hopital de| - Activité
Djelfa antibactérienne
14/04/2012| Laboratoire de l'université de - Activité anti oxalo-
24/06/2012 Djelfa calcique
Hammam Zelfana 29/06/2011 Laboratoire de 'ADE & | - Parametres
Laghouat physicochimiques et
bactériologiques
13/03/2012| Laboratoire de I'hépital de| - Activité
Djelfa antibactérienne
23/04/2012| Laboratoire de l'université de - Activité anti oxalo-
25/06/2012 Djelfa calcique
Puits de Zamzam 24/06/2012Laboratoire de l'université de- Activité anti oxalo-
Djelfa calcique
06/07/2012 Laboratoire de TADE a | - Paramétres
Laghouat physicochimiques et
bactériologiques
Laboratoire de I'hdpital de| - Activité
Djelfa antibactérienne

Le protocole expérimental de notre étude est reptéssur le diagramme de la figure 7
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Prélevement des échantillons

l

1) L'eau de Hammam El-Charef

2) L'eau de Hammam Zelfana

3) L’eau de Zamzam

I

Détermination des parametrgs
physicochimiques

Détermination des parametrg

bactériologiques

‘\rE.tude de I'Activité

P

~

X
-T(°C);
-pH;
- Turbidité ;
- Conductivité ;
- Minéralisation ;
-TDS;
- Salinité ;
-TH;
Cations :
- [Ca"™],[Mg™"],[Fe™]
Anions :
- [CI], [HCGs],
[NOs], [SO, 7]

]

Antibactérienne

Antilithiasique

- Germes aérobies
(FAMT) ;

- Coliformes totaux et
fécaux ;

- Streptocoques fécaux ;

- Clostridium

sulfitoréductrices (CSR).

¥

1- Gran{?

-E. coli ;

- Pr. mirabilis;

- Ps. aeroginosa ;
- S typhi ;

= Shigella sp;

2- Grant”

- S aureus

Figure 7 : Diagramme montrant le protocole expérimental.
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1- Etude turbidimétrique

- Sans inhibiteur

- Avec inhibiteur 10%
- Avec inhibiteur 50%
- Avec inhibiteur
100%

2- Etude microscopique

- Sans inhibiteur

- Avec inhibiteur 10%
- Avec inhibiteur
100%
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I.2- Méthodologie
[.2.1- Prélévement :

Des flacons en polyéthyléne sont rincés avec kacidorhydrique dilué (1/10), puis avec de
I'eau distillée plusieurs fois ensuite avec deul'aanalyser lors de prélévements a plusieurssespri
Apres lavage et rincage, les tubes sont immeédiatepiacés a I'obscurité pour la fiabilité des réssl
[96-98].

Les flacons sont étiquetés systématiquement ertramtrplusieurs parametres sont relevés au

moment de la collecte : I'origine de I'eau, 'adseslieu du prélévement et la date.

a. Odeur et couleur :I'examen sensoriel est pris immédiatement et laged99].

b. Température : elle est mesurée immédiatement est pris au modeelat collecte [99].
|.2.2- Méthodes d'analyse

1.2.2.1- Détermination des parametres physicochimiges: Pour déterminer les différents
parametres physico-chimiques des trois eaux miegrabus avons utilisé I'appareillage et les ptedui

chimigues suivants :

* Appareillage :

- balance analytique (AND, GR200) ;

- agitateur chauffant (FALC) ;

- spectrophotometre a vis (Hach, obyssey) ;

- multi parameétres (156 Hach) ;

- turbidimétre. (HACH, 2100N) ;

- pH metre + thermometre (HANNA 991001) ;

- bain-Marie.

* Produits chimiques :

- indicateur Noir Erichrome (NET) ;
- solution tampon (pH=10, pH=12) ;
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- solution (EDTA) (GoH14N2NaOg2H,0O, N=0.02N) ;
- indicateur de C4& (Calcons+NaCl) ;

- solution de chlorure de barrium (BaC150g/) ;

- chromate de potassium {BrOy) ;

- nitrate d'argent AgN¢X0.01N) ;

- acide chlorhydrique (HCI de 0.1N) ;

- hydroxyde de sodium (NaOH, N=2N) ;

- salicylate de sodium (ElsNaO;, a 0.5%) ;

- acide sulfurique (EBOy) ;

- peroxodisulfate de potassium &0Os, 40 g/l) ;

- solution de phénanthroline -1.10.

1.2.2.1.1- Température (°C) :La température de I'eau est un facteur importansd&nvironnement
aquatique du fait qu’elle régit presque la totaliés réactions physico-chimiques et biologiques].
Elle a été déterminée sur les lieux de préleveraeidide d’'un thermometre. On lit directement la

température qui est exprimée en degré Celsius.

1.2.2.1.2- pH : Ce paramétre mesure la concentration des protdnsohtenus dans I'eau, et donc
I'acidité ou lalcalinité de I'eau sur une écheltgarithmique de 0 a 14 [46]. Le pH a une influenc
sur la plupart des mécanismes chimiques et biolegiglans les eaux. Habituellement, les valeurs du
pH se situent entre 6 et 8,5 dans les eaux naarflD0]. Ce paramétre est mesuré par le biais d'un

multi-parametre.

1.2.2.1.3- Turbidité (T) : Elle est considérée comme un indicateur indirect laequalité
microbiologique [101, 102]. A l'aide d'un turbiditr& nous pouvons estimer la présence de matieres
en suspension finement divisées (argiles limonsngrde silice, matiéres organiques, organismes
microscopiques) [101]. On la mesure suivant depedta Ainsi, 10 ml d'eau a analyser sont placés
dans la cuve, qui placé dans l'appareil de turldtien ensuite on fait une lecture une fois que

I'appareil est stabilisé. La turbidité est expriameunité "NTU" [103].

1.2.2.1.4- Conductivité (C) :La conductivité permet d'apprécier la capacité'eaul a conduire un
courant électrique, donc une mesure indirecte deraur de I'eau en ions. Elle s'exprime en micro

siemens par centimétre (us/cm) [100]. La conduétiest mesurée a l'aide d'un multi parametre.
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1.2.2.1.5- Minéralisation (M) : Il existe une relation étroite entre la teneur s dissous d'une eau et

son conductivité :

— Si la conductivité (C) est comprise entre 333 & A3/cm la formule de I'estimation de la

minéralisation s'exprime de la fagon suivante :
M (mg/l)= 0.715920xC.

— Alors que si la conductivité (C) est située entd& &t 10000 ps/cm, la formule s'écrit de la

maniére suivante :
M (mg/l)= 0.758544 x C.

1.2.2.1.6- Taux des solides dissous (TDS)Il: représente la concentration totale des subssance
dissoutes dans I'eau. Le TDS est composé de setmimques et de quelques matiéres organiques. Les
sels inorganiqgues communs trouvés dans l'eau imiclas cations tels : ion calcium, ion magnésium,
ion potassium et ion sodium et les anions commeles carbonate, les ions nitrate, les ions chébre
les ions sulfate. Les sources d'eau minéralesarorent de |I'eau avec un taux élevé de solideswdisso
parce qu'elles se sont formées a travers des roches en sels. La mesure ddE) est réalisée par

un appareil multi-paramétre.

1.2.2.1.7- Salinité (S) La salinité de I'eau est due aux formations sasdelles que le gypse. Elle est
également influencée par la lithologie de la nagiples facteurs climatiques comme les précipitation

et les températures [46la salinité est mesurée par le multi-parameétre.

1.2.2.1.8- Dureté totale (TH) :La dureté d'une eau résulte de la présence densdtigalents surtout
le calcium (C&), et le magnésium (Md). Au point de vue écologique, une eau douce est pl
sensible aux phénomeénes biologiques et chimiqueeeptibles de modifier son 00, 104].La

dureté est déterminée par titration comme reprédarfigure 8 [105, 106].
Le calcul de la dureté est realisé d'aprés I'égnatiivante :

(VX N)gpta X 1000

TH méq/1 =

Veau aanalyser

Avec : TH: dureté totaleY: volume,N: normalité.
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10ml eau a analysée
+ pincé de l'indicateur Net
2ml de tampon pH10

Mettre le bécher sous

agitation a 60°C. La solutj

prend la couleur violette.

on titre jusqu'au virage a

bleu nuit.

EDTA (0.02N)

(O R ) 4\

Figure 8 : Détermination de la dureté totale par Titration

1.2.2.1.9- Dosage de calcium [C3] : Le principe de dosage de calcium est identiqueludi de la

dureté totale. Toutefois, comme le dosage se fait pH élevé (24-106), le magnésium est précipité

sous forme d'’hydroxyde et n'intervient pas. Pdews, I'indicateur choisi ne se combine qu'avec le

calcium. On réalise la titratidi05], selon le mode opératoire schématisé dafiguee 9.
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EDTA (0.02N)

10ml eau a analysée
+ pincé de l'indicateur de Ca
+ 3gts d'hydroxyde de sodium

agitation. Puis on t
jusqu'a l'apparition d
couleur bleu.

Figure 9 : Dosage de Calcium par Titration

On calcule la concentration deCaelon I'équation suivante :

VXN x 1000
[Ca*™+] méq/l = ( )EDTA

veau aanalyser

VXN X 1000 Mic,++

veau aanalyser e

OU : Mca= 40,08 g/mol, e = 2 [97, 98, 105].
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1.2.2.1.10- Dosage de magnésium [N : Lorsqu'on détermine la dureté totale et la conegiotr de

calcium, on peut facilement déduire la concentratie magnésium, en utilisant la relation suivante :
[Mg**] méq/l = TH-[Ca™*]

M[Mg++]
[Mg**] mg/l = [TH - [Ca**]] x —
Ou : Myg= 24,36 g/mol, e = (97, 98].

1.2.2.1.11- Dosage de Chlorure [dl: Afin de déterminer la concentration du chlore, ait féagir en
milieu neutre, une solution a titrer de nitrategbat sur une prise d'essai connue de solutiagretide

chlorure de sodium [105] et ce selon le mode opé&easchématisé dans la Figure 10.
La réaction se produit en présence de chromatetsgum :

Ag'NO; + N& CI {AgCl} + NAIOs

v

v

2 AgCl + KoCrOy 2 KCl + AGrO4
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AgNe(0.01N)

o

=

5ml eau a analysée
+ 2gouttes de ¥CrO,

T © |

On titre jusqu'a
I'apparition de couleur
rouge brique.

=

Figure 10 : Dosage de chlorure par titration

On calcule la concentration d Chlore selon I'équasiuivante :

[CI"] mg/1 = V(AgNO,) x 71 x F

Ou : F est la correction du titre ’AgNd =

VAgNO,
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1.2.2.1.12- Dosage de l'alcalinité [HC@)] : Pour le dosage de l'alcalinité, il faut noter le ¢lglau a
analyser, puis titrer avec une solution de@HCI) a 0.1 N jusqu'a I'obtention d'un pH de 4.4. Site
de l'eau est supérieur a 8.3 on titre jusqu'a eetieur puis, on continue le dosage jusqu'a pH.de 4

[105] et ce selon le mode opératoire représentiessous :

4D, CI) (0.1N)

TR © (04\

Prendre 100 ml d’eau a
analyser, noter son pH puis

titrer avec (HO', CI) jusqu’a

I'obtention d’un pH de 4.4

Figure 11 : Dosage de HC®

On utilise la relation suivante :

[HCO3;]mg/l1=V x 61

V : Volume d'acide versé.
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1.2.2.1.13- Dosage des nitrates [N : On utilise pour doser le nitrate la méthode awcgkdie de

sodium[105]. Plusieurs étapes sont pratiquées pour lagios

10 ml de I'échantillon +2 gouttes de NaOH a 30%t+miml de salicylate de sodium.

on évapore au bain marie 75-88°C puis on laisseidaf.

reprendre le résidu avec 2mj$0,, aprés 10 min, on ajoute 15ml d’eau distillée.

on ajoute 15ml de tartrate double puis lecture@actsophotometre a longueur d’onde de
420 nm[105].

[NO3] méq/l = Lalecture X La dilution

Mino3;

[NO3] mg/l = [NO3 méq/1] x

1.2.2.1.14- Dosage des sulfates [$Q: La présence des sulfates dans I'eau est liéeliddalution du
gypse [46].Pour cela, on utilise la méthode spectrophotomégrigour le dosage des sulfates. Cette

méthode est réalisée comme suit ;

Dans un bécher :

On préléve a l'aide d'une pipette en verre 1 naldéeanalyser.

On ajoute un pincé de BaCl

Puis on ajoute 9 ml d'eau distillée.

On verse la solution dans une cuvette graduée gtentans I'appareihE 420nm), puis

on lit au spectrophotometre a vis [105]. On utilléquation ci-dessous :

[SO; "] méq/l = Lalecture x La dilution

Micn——
[S0; "] mg/1 = [S0;~ méq/1] x —*—
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1.2.2.1.15- Dosage des ions de fer [Fg¢ : On utilise pour le dosage du fer la méthode
spectrométrique a la phénanthroline [105]. Elleréslisée selon les étapes suivantes [105] :

- 50 ml d'eau a analyser + 0.5 ml d’acide sulfurit;8sl.

— On introduit 50ml d’échantillon acidifié dans unelé : On ajoute 5 ml de peroxodisulfate
de potassium et on porte a I'ébullition pendant0

- Apres refroidissement, on ajoute 2 ml de solutiteccétate d’ammonium, mélanger et
vérifier que le pH est de 4.5 (compris entre 3.5.8).

— Puis on ajoute 2 ml de solution de phénanthroling0-

— aprés 15 mn, on effectue une lecture directe actrsotomeétre a longueur d’onde 510

nm.

1.2.2.1.16- Détermination du résidu sec [Rs] La détermination des résidus permet d’estimer la

teneur en matiére dissoutes et en suspension dawne

— Prélever 100ml d’eau a analyser dans une fioleGawss déverser la dans la capsule en
porcelaine, porter ce dernier a I'étuve a 105°Cdpeah 24 heures.

- Laisser refroidir pendant 15mn au dessiccateuesepimmeédiatement et rapidement.

(m1—-m2) X 106

Résidus sec Rs. (105°) mg\l = v

m;: La masse de capsule aprés le séchage (24h a T5)105°

m,: La masse de capsule vide (g).

V : Volume d'échantillon (100 ml).
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|.2.2.2- Détermination de la qualité microbiologiqu :

L'analyse microbiologique des trois eaux minérades basée sur la recherche des germes
aérobies total (FAMT), coliformes totaux (CT) etcdé@x (CF), streptocoques fécaux, clostridies
sulfitoréductrices [24, 107].

+«+ Transport et conservation des échantillons

Le transport d’échantillons doit étre effectué elietsorte que la composition de I'eau ne soit pas
modifiée a son arrivée au laboratoire. Donc iliegtortant d’'une part que la durée de transport soit
courte et d’autre part pour que I'eau ne subit gagrande variation de température susceptible de

modifier sa population bactérienne.

Pour I'étude du volet microbiologique des eaux,snawons utilisé I'appareillage, les milieux de

cultures et les produits suivants :

Appareillage :

- étuve (EN500) ;

- verreries (tube a vis, bécher...etc.) ;
- anse de platine, et écouvillons ;

- bain marie (FALC) ;

- pipette pasteur;

- vortex.

e Milieux de culture et produits utilisés

- gélose TGEA ;
- Milieu Roth D/C et S/C ;
- Milieu BCPL D/C et S/C, avec cloche Durham ;

- Milieu VF ;
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Bouillon nutritif ;

Alun de fer ;

Sulfite de sodium ;

Eau physiologie stérile et eau distillée stérile ;

Disques de papier whattman stériles (de 6 mm deédtra).

1.2.2.2.1- Recherche des germes aérobies mésophitagaux (FAMT) :

La flore aérobie mésophile totale (ou germes tgtaegroupe l'ensemble des bactéries, les
levures et/ou les moisissures [108li forment des colonies dans les conditions défiréelon la
méthode schématisée dans la figurg¢1115)].

[.2.2.2.2- Recherche des coliformes totaux et fécau

- Coliformes totaux se présentent sous forme de Bacilles Gram nég@BfSN), non
sporogones, oxydase négative, aéro-anaérobieddtiisulLes coliformes les plus communs sont :
Escherichia, Entérobactérie, Citrobactérie, Seraatet KlebsiellaavecEscherichia coliétant les plus
abondants dans l'intestin des humains et d'autriesaax a sang chaud. Elles sont identifiables par
leur capacité de fermenter le lactose avec la mtimhu d’'acides et de gaz, en 24 a 48 heures a 37°C
[107, 109].

- Coliformes fécaux(FC) font partie des coliformes totaux et sontréspntés principalement
par :Escherichiacoli, Entérobactérieet Klebsiella lls habitent les intestins des animaux a sangaha
puisqu'ils peuvent cultiver et fermenter le lact@sane température relativement élevée (45°C) d'ou
elles également appelé "Coliformes thermo tolésrji®7]. Le nombre élevé des coliformes fécaux

dans I'eau est considéré comme indice de contaninigcale[109].

Le mode opératoire de la recherche et de dénombtedss coliformes totaux et fécaux est
réalisé selon la méthode liquide qui est baséalsux étapes a savoir, test de présomption et ¢est d
confirmation (figure 13) [105].
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1 mldeaua
A analyser

1 ml de la dilution
1/10 d'eau a analyse

Boite

Fétri

Faire fondre la gélose (TGEA), lorsqu’elle est refroidié=iC, la coule
ageptiquement dans les boites cétri contenant les inocul dilués. Agiter
doucement par un mouvement de huit et circulaiteg pesurer un mélant

homogeéne sans faides bulles. Laisser refroic

Incubationa 37°Cet a 22°C.

A 4

Lecture se fait aprés @@ 48 h a 37°C ou 72&€22°C

Figure 12 : Recherche et dénombrement dermes arobie: totaux
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A. Test de présomption

Eau a analyser

0.1 ml dans
chaque tuk

10 ml dans 1 ml dans

chaque tuk chaque tuk
Milieu BCPL D/C + Milieu BCPL S/C +
Cloche de Durha Cloche de Durha

N

Chassez le gaz présent éventuellement dans ldsesloe
Durham et bien mélangé le milieu et I'inoculum.

n

Incubation a 37°C pendant 24 a 48 heur
Y /—'/

Tubes positifs c.-a-d.

Tubes néaati

contenant des

Aucun changement

Coliformes Totaux 7

hauteur de la cloche.

milieu au jaune.

2- Un trouble microbien + un virage du

1- Un dégagement gazeux > au 1/10 dg la

B. Test de confirmation pour les CF

v

dans un tube de milieu de Schubert muni

Ensemencer 2 a 3 gouttes de tube positif| |ncuber 4 44 °C/24 h.

A

d’'une cloche de Durhar

apres addition des gouttes de réa : ;
coliformes fécau:

Gaz + réaction Inddl (anneau roug Tubes positifg.-a-d.

Milieu BCPL S/C +
Cloche de Durha

Tubes négatifs

comme contenant deS\]—V Aucun changement

de Kovacs).

Figure 13 : Recherche et dénombrement des coliformes totai@catix
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1.2.2.2.3- Recherche des streptocoques fécaux :

Ce sont des cocci Gram positifs et peuvent vivraadgent plus longtemps dans I'eau que les
coliformes fécaux. Ills sont employés comme étadicateurs de contamination fécale dans l'eau
[109].

Le groupe inclut beaucoup d'especes de bactémesleaenre streptocoque comiBefaecalis
S. bovis S. equinesS. avium S. faceiumet S. gallinarum qui sont normalement trouvés dans les

résidus et l'intestin des animaux a sang cta0d].

Le mode opératoire de recherche et dénombremerstiggocoques fécaux est réalisé par deux
étapes : test de présomption sur un milieu ROTkest de confirmation sur milieu EVA LISTKY,
(figure 14)[105].

[.2.2.2.4- Recherche des clostridium sulfitoréductes :

pY

Cette méthode est utilisée pour la recherche desoorganismes bacilles a Gram positif
anaerobies stricts caractérisées par la résistd@deurs spores et par un équipement enzymatique
réduise les sulfites en sulfures [105]. Ces sppees/ent survivre dans l'eau et dans I'environnement

pendant plusieurs mois [105].

Le mode opératoire de recherche et dénombrementCiliestridium sulfitoréducteurs est
schématisé dans la figure 15 [97, 98, 105, 110].
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A. Test de présomption

Eau a analyser

10 ml dans
chaque tube

1 ml dans
chaque tube

0.1 ml dans
chaque tuk

SN

=

e

2

Milieu ROTH D/C

o

=

Milieu ROTH S/C

_

[

Milieu

ROTH S/C

Agitation de milieu et I'inoculum.

ry

Incubation a 37°C pendant 24 a 48 h

Tubes

positi

Présence d'un trouble microbie

=)

Tubes négati

Aucun changement

B. Test de confirmation

Ensemence 2 a3 gouttes de tubes positifs
dans un milieu EVA LITSKY.

Incubation & 44 °C pendant24 h.

Présence d'un trouble +apparitio
d’'une pastille violette au fond du

tube

Tubes positif€.-a-d.
contenant des
Streptocoques fécaux

Tubes négatifs
Aucun changement

Figure 14 : Recherche et recherche des streptocoques fécaux
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a) Fondre un flacon de gélose Viande foie, le refraildins un bain d’eau a
45°C, jusqu’au moment de ['utilisatic

=

b) 20 ml d'eau a analyse

£ Chauffage & 80°C pendant
10mrn dans le Bai-marie

v

Refroidissement immédiat
sous l'eau de robinet.

Elimine les formes végétativey
5 ml dans chaque tu et garde uniquement les formes
sporulées.
/L /L )_\ /L Addition de 3 gts d'Alun fer + 3
S S— R - goutte: de Sulfite de Sodiu
+

Ajouter 15 ml de gélos
VF dans chaque tube

Mélanger soigneuseme
et aseptiguement

Laisser solidifier sur j
paillasse pendant 30 min.

b ()

c) Incubation a 37°C
pendar 16h, "lecture

Colonies noires ayant
poussé en masse et
d’un diametre >a 0,5
mm
v
Tubes positifg.-a-d. comme
contenant des Clostridies
Sulfito-réducteurs.

Tubes négatifs
aucunes colonies
noires

1
)

d) 2°™ lecture & 37° pd.24
ou au plus tard 48 heur

Figure 15 : Recherche des clostridium sulfitoréducteurs
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[.2.2.3- Etude de l'activité antibactérienne

L'étude de l'activité antibactérienne est évalsdagméthode de diffusion de disqué4-18], ou

les disques d'antibiotiques sont remplacés padidgsies imprégnés par les eaux a tester.

1.2.2.3.1- Souches bactériennes étudiéesles souches bactériennes a tester proviennent des

échantillons humaines et sont représentées par les

» Bactéries a Gram négatifEscherichia coli Pseaudomonas aerogingdaroteus mirabilis

(qui sont souvent responsables de la lithogénés&] [

» Bactérie a Gram positifStaphylococcus aureus
Les souches bactériennes provenant des échastderselle humaine sonSalmonella typhi

Shigellasp.

Ces bactéries sont fournies par le laboratoireébabbgique de I'Hbpital de Djelfa, identifiés

préalablement par la Galerie biochimique classgjumnserves a -20°C.

Photos 3 :Souches bactériennes a 37°/18h cultivées sur gelagéve
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— Milieu de culture :

La gélose Muller-Hinton est utilisée exclusivempatr I'antibiogramme [5, 111].
— Préparation des disques :

La stérilisation des papiers filtres est réalisé@ £°C pendant 15 minutes [112].

- les disques de papier Whattman (6 mm de diamés@s) imprégnés préalablement par
I'échantillon de l'eau a tester [14, 15] ;

- et dautres disques sont imprégnés par I'eaul@ésttérile (disque témoin).

— Préparation de l'inoculum :

- a partir d'une culture pure de 18 h sur milieuottisment, on racle a l'aide d'une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfatantentiques ;

- ondécharge I'anse dans 5 a 10 ml d'eau physiclegitgrile a 0.9% ;

- homogénéise la suspension bactérienne ;

- ensemencement dans les 15 mn qui suivent la pté&pade I'inoculum [18].

1.2.2.3.2-Ensemencement et placement des disques :

Elle se fait suivant les étapes représentées digule 16 [15, 18, 113].

La manifestation de [l'activité antibactérienne egiservée par la présence d'une zone

d’inhibition autour du disque imprégné d’échantilld 4].
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«——| Ecouvillor
Tremper un écouvillon stérile)
dans suspension bactérienn

Décharger I'écouvillon

au maximur
Frotter I'écouvillon sur 13
totalité de la gélose d
haut en bas en strigs
serrée

Répéter I'opération 2 fois, en tournant la boit&@®a chaque fois sans oublier ¢
faire pivoter I'écouvillon sur la périphérie deg@lose dans le cas ou I'on
ensemence plusieurs boite cétri, il faut recharger I'écouvillon a chaque

Partie expérimentale

D

D

e

Les disques de papier contenant I'eau a testeptamés a I'aide d'une pince
bactériologique stérile, a différents secteurdagurface de chaque boite.
(3 a 5 disques par boit

incubés a 37°(pendant 24

Vérifier I'effet
antibactérie

Prélevement dans la R
zone d'inhibitiol

Bouillon nutritif

'

Incubés a 37°C pour 24

Milieu clair Milieu trouble
Activité Bactéricide Activité Bactériostatique

Figure 16 : Différentes étapes d'étude de I'activité antibznée
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Disques
whattman

Boite de [étri de¢ 6 mmr Gélose Mt

Photo 4 :Gélose MH avec 5 disques contient I'échantillonséet

Les diametres d'inhibition sont mesurés en grace a une regle grad. Les bactéries sont

classéeslans I'une des catégoi : Sensible, intermédiaire ou résistante.

- @< 8: germe résistantes disques n'ont aucun e ;

8 < @< 14 mm. :germe de sensilité limité ;

14 <@< 20 mm. :germede sensibilité intermédiaire ;

@> 20 mm. germe sensibl
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1.2.2.4- Etude de la cristallisation oxalo-calcique
1.2.2.4.1- Etude turbidimétrique :

La formation de I'oxalate de calcium a 30°C et pbl&été étudié par le modeéle turbidimétrique

en fixant la longueur d'onde de spectrophotomev&al20 nanometre [9, 95].
* Appareillages :

- spectrophotometre BECKMAN UV-Visible de marque DE&rig 520Qfixé aA=620 nm ;
- cuves de plastique d'un centimétre de trajet optjqu

- balance (Scaltec) ;

- pH metre (HANNA) ;

- thermometre (HANNA).

e Produits utilisées :

- CaCl, 2H,0 : Chlorure de calcium di-hydraté (FLUKA) ;
- Na&C,0,4: Oxalate de sodium (Panreac) ;
- NaCl : Chlorure de sodium (FLUKA) ;

1.2.2.4.1.1-Etude sans inhibiteur :

Nous avons préparé des solutions cristallisablesmo® le CaGl 2H,0, N&aC,0,, et le NaCl

(0,15M) comme un solvant. Les figures (17-19).

Eau distillée (500m NaCl (4383d

N

Figure 17 : Préparation de la solution de NaCl (0,15mol/l)
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CaCl 2H,0
(100mmol/l)
(3.5ml)
NaCl (100mI CaCb2H0 (1.47019)  NaCl(46.5m!
Cadl, 2H,O (100 mmol) CaCb, 2H,0O (07 mmoM)
Solution mére Solutiondil

Figure 18 : Préparation de la solution de Chlorure de calqizinmmoh)

Na,CoO4 N&a,C,0, (8mmo|/|)
NaCl(100ml)  (0,1072g) NaCl(3125mi) (18,75ml)

hve

O

N#C,04 (08 mmol) P04 (03 mmoM)

Solution mére Solutiblle

Figure 19 : Préparation de solution de l'oxalate du sodiu®Banmol)

52



Partie expérimentale |. Matériels et méthodes

Tableau 9 : Solutions méres et filles de chlorure de calcitmxalate du sodium

Concentration en C&* (mmolA) | Concentration en GO, (mmolA)

Solutions méres 100 08

Solutions filles 07 03

* Mode opératoire :

Un volume de 1,5 ml de chlorure de calcium di-hty@rast transféré dans la cuve de

spectrophotometre et on fait la lecture blanch@)(t=

Puis on ajoute 1,5 ml d'oxalate de sodium au volymécédent, ensuite la mesure est
immédiatement commencée pendant une période den1CGmaque essai est répété quatre[fib

Le nombre d'essais effectués permet d'estimer lgenme, I'écart-type et le coefficient de

variation (CV) qui doit rester inférieur a 19J.

1.5ml de CaG, 2H,0 (7 mmol /I 1,5mide NaC20, (3 mmoli)
>
Mesure de référence€0) déclenchementtksure (pendant t=10mn)
(1) (2)

Figure 20 : Etapes de I'étude de cristallisation sans inhibiteu
1.2.2.4.1.2-Etude avec l'inhibiteur (10, 50 et 100%) :

Nous avons préparé les solutions inhibitrices édua 10, 50 et 100%. Cette préparation se fait

grace a un solvant appropri€, c’est la solutiogtderure de sodium a concentrati@15 mol/l).
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Dans une cuve en plastique, on mit un mélangerdede chlorure de calcium di-hydraté avec 1

ml de la solution inhibant puis on prit une lectbtenche a t=0.

Puis on ajoute un volume de 1 ml de l'oxalate ddiuso et la mesure est immédiatement
entamée pendant une période de 10 mn. Le poureed&atinhibition a été calculé par I'utilisatioa d

la formule suivante :

p
1% =1 —-2 %100
Pg;

1% : Pourcentage d'inhibition.
Pa; : Pente turbidimetrique avec l'inhibiteur.

Py : Pente turbidimetrique sans inhibiteur.

1 ml de CaGRH,0 (7 mmol /1)+ 1,5mlde NaC,0, (3 mmol)
1 ml de solution inhibitrice

Figure 21 : Etapes de I'étude de la cristallisation avec indilwi
1.2.2.4.2- Etude microscopique de la cristallisatio oxalo-calcique :

Pour valider les résultats de I'étude de la clistdion oxalo-calcique sans et avec inhibiteur,

nous avons mis au point une deuxieme technique léongntaire en utilisant le microscope optique.
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e Appareillages et produits :

microscope optique de marque MOTIC a objectif (xe))plé avec un appareil photo-numeérique ;

cuve en plastique ;

- les solutions cristalisables (CafH,0, NaC,0,) ;

- les solutions inhibitrices (eau de Hammam El-Cher&elfana, eau de Zamzam) ;
- les pipettes Pasteur ;

- les lames et lamelles.
1.2.2.4.2.1-Etude sans inhibiteur:

Un volume de 1,5 ml de solution de chlorure deigadcest versé dans la cuve de mesure puis on

ajoute 1,5 ml de la solution d'oxalate de sodium.

Au temps § et , on place une goutte du mélange par le biais gipeite sur la Lame qui est

directement placée sous I'objectif du microscoped(D.

1.5ml de CagPH,O 118 N&C,0,

Pipette Pa}w

Lame

> —, Microscope optique
(Gx40)

Figure 22 : Etape d'observation des cristaux sous microscopguep
1.2.2.4.2.2Etude avec inhibiteur (10 et 100%)

En présence d'inhibiteur, le volume de la solutlerchlorure de calcium 1 ml, on ajoute 1 ml de
la solution inhibitrice dans la cuve pour prendremesure de référence, puis on verse 1 ml de la
solution d'oxalate de sodium, puis on prend paipatte au tempsg €t t une goutte de mélange ainsi

obtenu :
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1ml de Cagl2H,0 + Iml Na,O4
1ml Solution inhibitrice

Pipette Pa?w

Lame

> » Microscope optique
(Gx40)

Figure 23 : Etape d'observation de l'inhibition des cristauxssmicroscope optique
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Partie expérimentale

Il. Résultats et discussion

[1.1 - Résultats

II.1.1- Résultats des analyses physico-chimiques :

Les résultats des analyses physico-chimiques appbrtés dans les tableaux 10, 11 et 12.

Tableau 10 :Résultats des parametres chimiques des eaux nasératurelles (Hammam EI-Charef

et Zelfana, eau de Zamzam)

=

El-Charef | Zelfana | Zamzam| Unité | Normes OMS
Parametres chimiqu
Couleur Abs. Abs. Abs. / /
Température 45,1-46,4 | 45-45,2 / °C /
pH 6,9 6,5 7,6 / 6,5-8,5
Turbidité 0,8 0,4 0,1 NTU 5NTU
Conductivité 2750 2770 1014 uS/Cm 2000 uS/Cr
Minéralisation 2085,996 | 2101,16Y 769,163 mg/I 1500mg/I
Taux des solides dissouts 1374 1383 507 mg/I 1000mg/l
Salinité 1,4 1,4 0,5 %0 /
Résidu Sec 910 947 863 mg/l 2000 mg/I

D'apres les résultats obtenus, on remarque qud Espneutre pour les trois types d'eaux ce qui

est conformes aux normes de 'OMS. Quant a laditébsa valeur est comprise entre 0.1 et 0.8 NTU,

ce qui donne une idée préalable sur la puretéalesau point de vue microbiologique.

Pour ce qui est de la conductivité, la minéralisatet le taux des solides dissouts, les résultats

obtenus sont assez élevées pour les eaux minéalemmmam El-Charef et Hammam Zelfana en

comparaison avec ceux indiqués par 'OMS.
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Le tableau 11 résume les résultats de la duresdetet les concentrations des Cations'{Ca

Mg*") des eaux analysées.

Tableau 11 :Dureté totale et concentrations du calcium, de rdsigm dans les eaux minérales de

Hammam El-Charef et Zelfana et I'eau minérale dazzam

Cations El-Charef Zelfana Zamzam Unite Normes OMS
Dureté totale (TH) 610 720 300 mg/I 500mg/Il
Calcium Ca™ 1771 168,33 96,12 mg/l 200mg/I
Magnésium Mg"™ 41,9 78,44 14,6 mg/l 150mg/l
Fer Fe™ 0,07 0,06 0,11 mg/l 1 mgl/l

Les eaux de Hammam El-Charef et Zelfana sont wéssdpar apport a I'eau de Zamzam (610 et
720 contre 300 mg/l respectivement). Cela s'expligar les concentrations élevées en ion calcium
(168-177 mg/l) et en ion magnésium (41-78 mg/l)sdéas eaux thermales, et des concentrations

moyennes en ion calcium (96 mg/l) et en ion magmégil4 mg/l) dans I'eau minérale de Zamzam.
Quant aux concentrations des anions, ces valeantxensignées dans le tableau 12.

Tableau 12 :Concentrations des anions dans les eaux minéralBigohmam El-Charef, Hammam

Zelfana et I'eau de Zamzam

Anions El-Charef | Zelfana Zamzam Unité Normes OMS
Sulfates SQ ™ 384 434,784 518,4 mg/I 400mg/I
Chlorure CI” 405,7 300,4 234,3 mg/I /
Carbonates HCOy 262,75 180,12 211,06 mg/l /
Nitrates NO3’ 5,2 16,75 7,96 mg/I 50 mg/l

D'apres les résultats obtenus, le taux de suldtélevé dans I'eau de Zamzam (518.4 mg/l) par
apport aux normes de I'OMS (400mg/l) et ceux digéhe (450mg/l) de I'eau potable. En revanche,
'eau de Hammam EI-Charef contient (384 mg/l) déase; ce qui est conforme aux normes de I'OMS
et algérienne, alors que l'eau de Hammam Zelfamdiezd 434.784 mg/l du sulfate, ce qui est

seulement conforme avec les conforme locales. @&semtes concentrations en sulfates signifient
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gue les roches gypseuses sont les plus dominaatesla région de puits de Zamzam que celle de
Hammam El-Charef et Hammam Zelfana.

Concernant le reste des concentrations des aniesmggésultats sont conformes aux normes

autorisés par 'OMS.

II.1.2- Résultats des analyses microbiologiques :

Les résultats des analyses microbiologiques obtenns consignés dans le tableau 13 et les
photos 4, 5, 6 et 7.

Tableau 13 :Résultats des analyses microbiologiques des eawsratdés de Hammam El-Charef,

Hammam Zelfana et de Zamzam

El-Charef Zelfana Zamzam
Germes totaux - - -
Coliformes totaux (CT) - - -
Coliformes fecaux (CF) - - -
Streptocoques fécaux - - -
Clostridies Sulfitoréducteurs - - -
(-) Absence

Les analyses microbiologiques révelent une absdesegermes microbiens dans les trois eaux
minérales étudiées. Il n' ya pas une formationabdsnies sur le milieu TGEA aprés une incubation
préalable a 22°C et 37°C pendant 72th8 hrespectivement (photo 5).
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Photo 5 :Milieu TGEA pour la recherche des germes aérobiésaphile

Le milieu BCPL reste inchangeable aprés une ineubat 37°C pendant 24 h, donc absence des
coliformes totaux, d'ou absence des coliformesué¢photo 6).

Photo 6 :Milieu BCPL pour la recherche des Coliformes totatixécaux

Aprés une incubation a 37°C pendant 24 h, aucumbkeomicrobien n'a été observé dans le
milieu ROTH, on observe aucun trouble apres l'iatioln, (absence des streptocoques fécaux) (photo
7).
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Photo 7 :Milieu Roth pour la recherche des Streptoque fécaux

Sur I'ensemble des tubes examinés, on note absenftdmation des colonies noires dans le
milieu Viande-Foie, donc I'absence des clostridigifito-réducteurs dans les eaux minérales étudiées
(photo 8).

Photo 8 :Milieu Viande-Foie pour la recherche des Clostmdlisulfito-réductrices

L'absence des contaminants microbiologiques dua puleté naturelle des eaux minérales

souterraines [1, 20-21].
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11.1.3- Résultats de l'activité antibactérienne :

Les résultats de I'étude de l'activité antibactérée des trois eaux sont consignés dans les
tableaux 14 et 15 et les photos (8, 9, 10, 11 eetls figures (24, 25 et 26).

Tableau 14 :Activité antibactérienne des eaux de Hammam Elk&fhde Hammam Zelfana et de

I'eau de Zamzam, sur les souches bactériennesdesté

Il est a mentionner que le diamégrde disque "6mm" est compris (ou inclus) dans lesures

des diamétres des halos dont le diametre est mesurdllimétre (mm)

Bactéries E. S P. Pr. S Shigella
coli | aureus | aerogenosa | mirabilis | typhi sp.
Inhibiteurs
Eau de Hammam EI-Charef| 10 08 10 11 12 13
(Cha)
Eau de Hammam Zelfarfde) | 10 08 10 12 11 12
Eau de Zamzam (2) 22 14 17 16 13 13

Le test de l'activité antibactérienne montre urteviéé& intermeédiaire presque identique pour les
eaux de Hammam EI-Charef et de Hammam Zelfana ¢piet 10), ceci aussi bien pour l'espiéce

coli. etPr. mirabilis.

El-Charef Zelfana

Photo 9 : Zone d'inhibition des eaux de Hammam El-Charefahkham Zelfana vis-a-vis. coli
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El-Charef Zelfana

Photo 10 :Zone d'inhibition des eaux de Hammam El-Charefahkham Zelfana vis-a-vidr.
mirabilis

Indéniablement, la zone d'inhibition le plus éleapparait dans I'eau de Zamzam vis-a-vigde
coli, elle est de : 22 mm (photo 11) et une activitérmédiaire contre les autres bactéries.

Zamzan

b) .
b) E. coli

a) P. aerogenosa
Photo 11 :Zone d'inhibition de l'eau de Zamzam vis-a-gisP. aerogenosa, b) E. coli
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Les résultats de la lecture des zones d'inhibitdes disques imprégnées préalablement par un
mélange des eaux: de Hammam EIl-Charef et Hammafan&ekt un autre mélange des eaux: de

Hammam El-Charef, Hammam Zelfana et de Zamzamt fgurés dans le tableau 15.

Tableau 15 :Activité antibactérienne des meélanges des ealtatiemam El-Charef, de Hammam
Zelfana et de Zamzasur les bactéries pathogenes

Bactéries E. S P. Pr. S | Shigdla

coli | aureus | aerogenosa | mirabilis | typhi sp.

Mélange des inhibiteur
Mélange (ChatZe) 14 11 12 16 1P 13

Mélange (Z+Cha+Ze) 24 14 20 18 16 13

Apres la lecture des boites de Pétri, nous remaigjuoe augmentation nette du diamétre de la
zone d'inhibition dans les disques imprégnés pardiange 1/1 des eaux de Hammam EI-Charef avec
Zelfana qui atteint up de 16 mm vis-a-vi®r. mirabilis, 14 mm poulE. coli contre 12 mm et 11 mm

pourS. typhi etS. aureus respectivement (photos 12 a et 12 b).

Mélange Cha+Z¢| Mélange Cha+Ze

a) E. coli b) Pr. mirabilis
Photo 12 :Zone d'inhibition de mélange de Hammam El-Char&edfana vis-a-vis a) E. cali,
b) Pr. mirabilis
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Par ailleurs, le mélange 1/1/1 des trois eaux ralagraugmente considérablement la zone
d'inhibition. Il semble que I'addition de I'eau Z@mzam aux deux précédant eaux minérales améliore
nettement l'effet inhibiteur du premier mélangetomiies germes ou la valeur du diamétre d'inhibitio

atteint 24 mm contre 20 mm padircoli etP. aerogenosa respectivement (photo 13).

Mélange Z+(ha+Ze Mélange Z+(ha+Ze

-

a) P. aerogenosa b) E. coli

Photo 13 :Zone d'inhibition de mélange des trois eaux mieérais-a-visa) P. aerogenosa, b)
E. coli

En outre, nous avons comparé les résultats devitacntibactérienne des eaux en comparaison
avec ceux de l'action antibiotiques (gentamicinetdbramphénicol) vis-a-vis les mémes bactéries

dont les résultats sont résumés dans le tableau 16.

Tableau 16 :Zones d'inhibition de deux antibiotiques (gentanget chloramphénicol) vis-a-vis des

bactéries a tester

Bactéries E. coli | S aureus P. Pr. S typhi | Shigella
aerogenosa mirabilis sp.
Antibiotiques
Gentamicine 25 25 31 10 20 6
Chloromphénicol 30 25 12 28 31 6
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La zone d'inhibition de mélange des eaux de HamEb@haref et de Hammam Zelfana atteint
le 16 mm vis-a-vig’r. mirabilis, donc une activité inhibitrice supérieur a gentana contre la méme

bactérie.

Aussi pour la zone d'inhibition de mélange dessteaux minérales atteint le 18 mm vis-a-vis
Pr. mirabilis et de 20 mm vis-a-viB. aerogenosa, ce qui est supérieur a I'effet de chloramphénicol

contre cette derniére.

Les figures 24, 25 et 26 représente les histograsraeediametre d'inhibition des bactéries les
plus sensibles vis-a-vis de l'eau de Zamzam etélange de trois eaux. Elles expliquent les talleau

14, 15 et 16 et elles nous permettent de notéilditeur le plus efficace.

< Ze

(C+Ze) (Z+( +ZP) G Ch-phInhibiteurs

o
th

1
=

[ =3
th

[
=}
|

o
th
|

¢ d'inhibition en mm

—
=]
|

th
|

Figure 24: Histogramme de I'activité antibactérienne des iitbirs vis-a-vis dé&. coli

[
T

¢ d'inhibition enmm

30

25

20

15 1+

10—

1 I I

0 T

zZ (C'+Ze) (Z+1 +Ze) Ch-ph Inhibiteurs
Figure 25: Histogramme de I act|V|te antibactérienne des mhdrs vis-a-vis d€. aerogenosa
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¢ d'inhibition en mm
13
=

h

. I
0 T T T T T

Z i Ze ((+Ze) (Z+H+Ze) G Ch-ph
Figure 26: Histogramme de I'activité antibactérienne des iitbirs vis-a-vis d€r. mirabilis

Inhibiteurs

Lorsqu'on a veérifié le type d'inhibition des eaor, prit en considération seulement les zones
d'inhibitions supérieures a 14 mm parce qu'il asilé de faire un prélevement a l'aide d'un éctavil
dans cette zone. L'eau de Zamzam est une eau @yardction bactéricide vis-a-vis de: coli, Pr.

mirabilis etP. aerogenosa

L'effet inhibiteur de mélange des eaux de Hamma@Haref avec Hammam Zelfana vis-a-vis
Pr. mirabilis est de type bactéricide, grace a l'absence delé®aprés l'incubation dans le bouillon
nutritif & 37°C pendant d 24h, c'est-a-dire unehiition irréversible vis-a-vis cette bactérie & @fa
Par contre, le mélange entre les deux eaux mirse(@lea+Ze) semble d'étre bactériostatique Eour
coli du fait qu'on a noté la présence de troubles apogbation, cette inhibition étant réversible de |

croissance grace a la présence de troubles daosiléon nutritif aprés incubation.

Pour les résultats du mélange des trois eaux n@se(@+Cha+Ze), l'inhibition semble étre
bactéricide & I'encontre des toutes bactéries Gram'exception de bactérie a Gf@nels que S
aureus ou l'inhibition fait apparaitre toujours I'effeadtériostatique. Cette résistanceSlaureus vis-
a-vis du mélange des trois eaux est expliquéeapaaroi bactérienne épaisse de cette bactériers’Gra
et les réticulations importantes de peptidoglyc#ders que les bactéries Grihsont moins riches en
peptidoglycane, ce qui facilite la pénétration @l chargé en éléments susceptibles d'entrainer

I'inhibition de la croissance des bactéries oyda des bactéries.
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II.1.4- Résultats de 'activité anti oxalo-calciqe :

11.1.4.1- Résultats obtenus par spectrophotométred).V/Visible :

11.1.4.1.1- Essais sans inhibiteurLes essais sans inhibiteurs sont effectuées paucatecentrations

de I'ordre de 07 mmol/l de chlorure de calciume=08 mmol/l d'oxalate de sodium.

La figure 27 montre la variation de l'absorbance fenction du temps pour l'essai sans

inhibiteur, on observe que l'absorbance atteimiveau supérieur a 0,35.

0,4 - —#— Sansinhibiteurs

0,35

Absorbance

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

0 T T T T T 7T 1T T 17 1T 1T 1T 17 1T 17T 17 T 17T 17 17 17T 17 17T 7T 17T 17 17 7T 7177171
Temps mn

6o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figure 27 : Courbe de cristallisation sans inhibiteurs.

D'apres la courbe (figure 27), il y a deux étapes

»  La premiére correspond a la croissance cristalltette étape est caractérisée par la pente
turbidimeétrique ou l'absorbance augmente jusquéavaleur maximale.

»  Ladeuxieme correspond a l'agrégation cristalline.

L'étape de germination n'est pas lisible & causéaderte concentration en ions oxalate et

calcium.

Les valeurs de la pente, de la régression lindRiet du coefficient de la variation (Cv) sont

représentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 17 :Résultats obtenus sans inhibiteurs

Concentration en mmol/I Pente R Cv%

[Ca™]=07 mmol/l et [C;044]=03 mmol /I| 0,2757| 0,911| 3,99

[1.1.4.1.2- Essais avec inhibiteur:

11.1.4.1.2.1- Eau de Hammam El-Charef Les figures (28, 29, 30 et 31) et le tableau d@nent les
résultats de pourcentage d'inhibition en fonctieradconcentration de I'inhibiteur de I'eau de
Hammam EI-Charef soit : 10, 50 et 100%.

0,35 ——Avec 10% cau de Charef

Absorbance
f=]
()
1

0,15

0,1 4

0,05 -

O_ T T T T T 7 7T 7 7T 17 7 7T 7T 7 7 7 17T 17 1770 1T T T 17 1T 171

6 1 2 3 4 s 5 7 8 9 g Tempsimn)

Figure 28 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (10% 'dal de Hammam EI-Charef)

L'absorbance maximale correspond a 10% de l'irhibile Hammam EI-Charef (figure 28) est

de 0,3 et se stabilise & cet valeur a partir &4 minute.
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—— Avee 50% cau de Charef

Absorbance
(o]

o [
[a%] o

1 1

o
™
[¥)]

1

o
[
1

0,15

0,1 -

0,05

OvIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Temps{mn)

012 3 4 S 6 7T 8 % 1
Figure 29 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (50% 'dau de Hammam EI-Charef)

Dans la figure 29, I'absorbance est située en2 €t 0,34 et diminue & 0,3 dés &'8minute.

035 - —+—Avec100% eau de Charet

!

0,3

Absorbance

0,25

0,2

!

0,15

O IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITemps{mn]

P12y 4 s 67 8 8D
Figure 30 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (100%'dau de Hammam EI-Charef)

La figure 30 montre une absorbance maximale de 0.3.
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¢4 - == Sansinhikitcurs
QL
o ] .
$0,35 == Avee 100% cau
2 de Charef
2 03 = AvC 50% cau
< de Charef
0,25
a.2
3,15
.1
0,05
¢
rT r 7 1 11 1 111 1 17 17 17 1 17 1T T T T T T 17T T T TT°71 Temps{mn]
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Figure 31 : Courbe de cristallisation avec et sans inhibitéiesu de Hammam EI-Chafef

Lorsqu'on recueille les trois courbes de cristaies (figure 31), on observe nettement la

différence de I'absorbance maximale entre eux.

Tableau 18: Résultats obtenus avec inhibiteur (I'eau de Hamri&l-Charef)

Concentration d'inhibiteur (%) Pente R Cv% 1%
10 0,2378 | 0,968 | 4,82 13,74
50 0,2159 | 0,978 | 3,58 21,69
100 0,1814 | 0,958 | 6,02 34,20

On remarque que le pourcentage d'inhibiaagmente avec les concentrations de l'inhibiteur

mais d'une fagon relativement faible.
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11.L1.4.1.2.2- Eau de Hammam Zelfana:Les figures (32, 33, 34 et 35) et le tableau 19
représentent les résultats du pourcentage d'ifdnbén fonction de la concentration de l'inhibitele
leau de Hammam Zelfana 10, 50 et 100% ou on nese rhémes remarques avec linhibiteur

précédent.

— Ao LOYG cau de Zelfana
0,35 +

a3

Absorbance

0,25

a2

0,15

a1

0,05

Temps{mn)

0 1 2 3 4 5 & 7 & 4 10

Figure 32 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (10% 'dad de Hammam Zelfana)
On remarque dans la figure 32 une fluctuationatesbrbance entre 0,32 et 0,33.

—— Avec 50% cau de Zelfana
0,35 -

0,3 -

0,25 -

Absorbance

0,15 -

0,1 -

0,05 -

0O —F+FT—T—F 7T T T T T T T T T T T T T T

Temps{mn]
0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10

Figure 33 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (50% 'dau de Hammam Zelfana)
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L'absorbance maximale est de 0,3 (figure 33),ddl@ent stable a partir de 15 minute.

03 - == Aver 100% cau de Zelfana

!

0,25

0,2

Absorhbance

0,1

0,05

O rTrrrrrrrrrrr 7 1 17 11 1T 1T T 1T T 17T 17T 17 1T T 17 T7TT71
Temps{mn)

0 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10

Figure 34 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (100%'dau de Hammam Zelfana)

La figure 34 montre que l'absorbance maximale mfgrieur & 0,28, entre 1d*?°et la &M
minute, et diminue dés 1&8®minute jusqu'a 0,25.

—4—Sans inhibiteurs

§ 04 7 —— Avee 100% cau
s de Zelfana
5 035 k= Avee 50% cau
§ de Zelfana
0,3
d,25
0,2
g,15
0,1
0,05
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
Temps{mn)

o 1 2 3 4 5 & 7 & 4 10

Figure 35 : Courbe de cristallisation avec et sans inhibitéiau de Hammam Zelfaha
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La figure 35 montre assez bien la diminutlen'absorbance maximale avec l'augmentation de la

concentration de l'inhibiteur.

Les résultats des essais effectués avecde&lammam Zelfana sont reportés dans le tableau ci

dessous :

Tableau 19: Résultats obtenus avec inhibiteur (I'eau de Hamielfana)

Concentration d’inhibition (%) Pente R Cv% 1%
10 0,2165| 0,976 1,96 21,47
50 0,1961| 0,962 | 5,60 28,87
100 0,1786| 0,964 5,41 35,22

11.1.4.1.2.3- Eau de Zamzam Les figures (36-39) et le tableau 20 représeremntésultats obtenus

avec inhibiteur de I'eau de Zamzam a des concantsat 0, 50 et 100%.

3,25
’ =@=Avec 10% cau de Zamzam

Absorbance
-
P

0,15

0,1

0,05

O rrrrrrrrrrr1r1rrr0r 0111 17 1717 T T T T T T TTTT'

Temps{mn)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figure 36 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (10% 'dau de Zamzam)

L'étape de germination est visualisée dans ladi@érou I'absorbance atteint la valeur de 0,2.
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La figure 37 montre la diminution de I'absorban@xmale a 0,19 avec un 50% de l'inhibiteur.
—¢=—Avec eau Zamzam 50%

0,25 -

02

Absorbance

_okor0---0-0-0-0000-00~0-0-0-0

Ve

ar’

0,15 - Y
01 -

0,05 -

D_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Temps (mn)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0

Figure 37 : Courbe de cristallisation avec inhibiteurs (50%'el@u de Zamzam)

== A ver 1 00%0Eau de Zamzam

0 L N N N I Y N N Y Y Y I N N B Y N B |

T emp s (mn)
L 1 2 3 4 5 b 7 8 4 10

Figure 38 : Courbe de cristallisation avec inhibiteur (100%'dau de Zamzam)

Avec un 100% de l'inhibiteur, I'absorbance dimijusgu'a 0,16 et se stabilise a cette valeur dés

la 4°™*minute (figure 38).
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Figure 39 : Courbe de cristallisation avec et sans inhibitédess de Zamzam"

Nous remarquons aussi, que la grande différenckabdgorbance est bien démontrée dans la
figure 39 ou sa valeur est supérieure a 0,35 powristallisation sans inhibiteur et de 0,16 paur |

cristallisation avec 100% d'eau de Zamzam.

Les résultats des essais effectués aeaa le Zamzam sont regroupés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 20: Résultats obtenus avec inhibiteur (I'eau de Zam)z

Concentration d'inhibiteur (%) Pente R Cv% 1%
10 0,1365 | 0,994 | 5,20 50,48
50 0,1160 | 0,962 | 6,86 57,92
100 0,0814 | 0,957 | 6,38 70,47

Nous remarquons des coefficients de régnesstevés et des coefficients de variation

relativement faible. Par ailleurs, le pourcentagmhibiteur augmente lorsqu'on augmente la
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concentration d'inhibiteur (avec 100% d'inhibiteon obtient plus de 70% d'inhibition de la

cristallisation oxalo-calcique).

=f=="5ans inhibiteurs

] OJ4 T
E == Avec 100% cau
o de Zamzam
20,35 =—dh—Avec50% cau
= de Zamzam
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0,3 - .
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0000000000004 —— Avec 50% cau
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0,25 - —8—Avec 100% cau
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Figure 40 : Courbe de cristallisation sans et avec inhibit¢b@set 100%)

La figure 40 résume les courbes de cristallisatams et avec inhibiteurs a des concentrations 50

et 100%. Nous remarquons une inhibition remarquddleeau de Zamzam avec 50 et 100%.

Les figures 41 et 42 représentent les courbes idallisation sans et avec inhibiteurs a des
concentrations de 50 et 100%. lls montrent clairgngee I'inhibition de I'eau minérale de Hammam
El-Charef et Hammam Zelfana est presque identigaes cces deux concentrations 50 et 100%
d'inhibiteur.

Dans la figure 41 les deux courbes de cristalsafivec inhibiteur de I'eau de Hammam El-

Charef et Hammam Zelfana sont presque superposées.
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Figure 41: Courbe de la cristallisation sans et avec inhibifaul00%)
La comparaison des courbes de cristallisation awbdibiteur a 50%, on remarque une

absorbance maximale de la courbe de cristallisati@t l'inhibiteur de I'eau de Hammam EI-Charef

est supérieure a celle avec l'inhibiteur de lgaiHammam Zelfana.
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Figure 42 : Courbe de cristallisation sans et avec inhibit¢avec 50%)
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La figure 43 montre les courbes de cristallisatgams inhibiteurs et avec inhibiteurs a des
concentrations de 100% pour lI'eau de Hammam EleflgrHammam Zelfana, avec l'inhibiteur de
'eau minérale de Zamzam a une concentration de Hl& nous permet de comparer leurs activité

anti oxalo-calcique et de connaitre I'eau le pftisace contre l'inhibition de cristallisation.

Aussi on remarque que 10% de l'eau de Zamzam dfetnd@nhibition plus important que les

deux autres eaux dont la concentration est 100%.

=—&—Sansinhibiteurs

v 0.4 7 —8—Avec 100% cau
e de Charef
350,35 =t Avee 100% cau
o de Zelfana
O . u .
< 03 == Aveo 10% cau
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a,’

0,15

g1

0,05

& LA L L L L L L L L L L L O L L L Temps{mn]

o 1 z 3 4 5 & 7 & 4 10

Figure 43 : Courbe de cristallisation sans et avec inhibit¢uesau de Hammam El-Charef et

Zelfana & 100% et I'eau de Zamzam a 10%)

11.1.4.2- Résultats obtenus au microscope:

[1.1.4.2.1- Essais sans inhibiteur:

Les photos 14 a et 14 b prises en provoquant urstaltisation sans inhibiteurs a des
concentrations en ions calcium et en ions oxala@® (mmol/l et 08 mmol/l) donnent des images

facilement exploitables car les cristaux sont idmdes tailles.
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Les photos de la phase de nucléation sont générateimpossibles a prendre lorsque nous
travaillons a des fortes concentrations.

Par contre, nous pouvons voir clairement la difiéee entre les deux photos correspondant
respectivement a la phase de croissance et d'@igréggui consiste en une augmentation du nombre et

de la taille des cristaux en fonction de temps.

b)

Photo 14 :Sans inhibiteur

La photo 14 a (phase de croissance) montre Bnast des cristaux de taille plus importante.

Dans la phase d'agrégation les cristaux sont de phils grands, et se rapprochent les uns aux

autres pour former des agrégats en grand nomboto(i#d b).
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11.1.4.2.2- Essais avec inhibiteur:

c d)

Photo 15 :Avec inhibiteur de I'eau de Hammam El-Charef a eatration 10% et 100%

D'aprés les photos 15 a et 15 b, on observe quadl&ades agrégats a diminué considérablement
apres l'addition de I'eau de Hammam EI-Charef a,1€%ette inhibition est augmente avec 100%
d'inhibiteur (c et d).
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a.b.
c.ll.

Photo 16 :Avec inhibiteur de I'eau de Hammam Zelfana a cotmagéan 100% et 10%

Dans les photos 16 a, 16 b, 16 c et 16 d, on aat@éime observation avec le premier inhibiteur,

la taille des agrégats a diminué avec 100% d'eddademam Zelfana par apport a 10%.
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ML Fenaissmince 2 1008 . LTS )
Photo 17 :Avec inhibiteur de I'eau de Zamzam a concentratiagvbet 100%

Lorsqu'on compare les photos (14, 15, 16 et 1#espondant aux essais sans et avec inhibiteurs
respectivement, on remarque que pour les deux £@@eroissance et d'agrégation le nombre et la
taille des cristaux et d'agrégats sont moins ingmbels dans les essais avec inhibiteurs (I'eau atnér
de Hammam El-Charef, de Hammam Zelfana et I'eaénmal® de Zamzam) que dans les essais sans
inhibiteurs. Ce qui explique que l'action de I'mteur se manifeste dés la deuxiéme étape de la

cristallisation.
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Si on compare les photos 17 a, 17 b, 17 c et 1grdspondant aux essais avec inhibiteurs de
'eau minérale de Zamzam, on remarque que pouddes étapes de croissance et d'agrégation le
nombre et la taille des cristaux et d'agrégats soains importantes, que dans les essais avec

inhibiteurs des eaux minérales de Hammam El-Clergmmam Zelfana (les photos 15 et 16).

On observe aussi que le nombre des cristaux augmeste aprés l'addition de I'eau de Zamzam
a 100% (dans la phase de croissance) aprés unéenfanonajorité des cristaux sont disparus comme

montre la photo 17 d.
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[1.2- Discussion

L'analyse physico-chimique des eaux minérales aezaan, de Hammam EI-Charef et Zelfana
montre une minéralisation assez élevée. On troesesdls minéraux a des concentrations importants,
y compris les ions sulfates qui sont plus de 518 etges ions F€ sont de 0.11 mg/l, dans I'eau de
Zamzam. Les ions de ; calcium, magnésium, sulittégon de chlorure existent a des concentrations

non neégligeables dans I'eau de Hammam EI-Chaidl&tna.

Concernant la qualité microbiologique, on observee wabsence de toute contamination
microbienne par les germes aérobies totaux, coliésr totaux et fécaux et les bactéries
sulfitoréductrices. Ceci est totalement conformg aarmes qui exigent la pureté naturelle des eaux

minérales souterraines [1, 24, 25].

L'activité antibactérienne de I'eau de Zamzameassarquable surtout vis-a-vis descoli. Cette
eau minérale améliore l'activité antibactérieniermédiaire des deux autres eaux surtout vis-&uvis
coli etP. aerogenosa. Cette activité expliqué par 'augmentation dessartice susceptible d'étre inhiber
la croissance bactérienne afin de la détruite é¢hrezanirabilis, E. coli et P. aerogenosa, comme la
concentration élevé en ions sulfates dans I'eadadezam. En plus de la présence naturelle de flaorur
qui est un bon germicide d'apres les études déephgschercheurs [12, 13]. Cette activité est sérédm
améliorée aussi lors de l'utilisation de ces eaa@xHammam EI-Charef et Zelfana) directement a leur
état thermal. La bactérier. mirabilis est la cause principale de l'infection urinaireletla formation
de lithiase phospho-ammoniaco-magnésienne, donpeon dire que l'utilisation de l'un des eaux
thermo minérales de Hammam EI-Charef et Zelfanls@tion interne: douches inverse et absorption)
et/ou l'absorption de l'eau minérale de Zamzamt miwminue a titre prophylactique le risque
d'infection bactérienne et la lithiase infectieux.

La composition chimique des eaux analysées n'estpanue entierement. Or parmi les ions
appartenant a ces eaux, il y a le promoteur deistallisation lithiasique (Ca) et les inhibiteurs
(FE™, Mg'™", CI, NOs, HCO;, SQy) [71, 72, 88, 93]. Les niveaux de ces élémentséraim
considérés comme inhibiteurs de cristallisationsdéeau de Zamzam peuvent jouer un réle effectif
dans l'inhibition de la formation des cristaux axahlciques, grace a l'effet positif des ions salaet

fer Fe™.

85



Partie expérimentale Il. Résultats et discussion

La comparaison entre les pentes avec et sanstiibion note que I'eau minérale de Zamzam
est l'inhibiteur le plus efficace (plus de 70%) dgeeeaux minérales de Hammam EI-Charef et Zelfana
(plus de 34% et 35% respectivement).

Une concentration de 10% de linhibiteur de Zamzesh plus efficace que les deux autres
inhibiteurs malgré que leurs concentrations saienb0% ou 100%. Les eaux de Hammam El-Charef
et Zelfana ont une activité anti oxalo-calciquespree identique grace a leurs compositions assez

identiques.

L'étude complémentaire fait a lI'aide d'un microgcopus a permis de valider les résultats de
modele turbidimétrique. On remarque une conforrtiée les résultats de l'allure des graphes obtenus
par le spectrophotometre et les photos captésice I@#un microscope optique relié a un apparelil

numerique.

L'eau de Zamzam agit des I'étape de croissancequapétition et inhibe la croissance des
cristaux et réduit le nombre des cristaux formésqui explique son efficacité inhibitrice. Ce réatil
est conforme avec I'étude d’Al GHAMDI en 2012, quinclu que I'eau de Zamzam a une activité
inhibitrice contre la lithiase oxalo-calcique gracea concentration multi-ionique en chlorure,atel,

bicarbonates, nitrates et en fluore [10].

Les eaux de Hammam El-Charef et Zelfana agissentétape de I'agrégation et diminuent le

nombre des agrégats formés.
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Conclusion

Dans notre travail, nous avons étudié l'activitéibactérienne et l'effet inhibiteur de la
cristallisation oxalo-calcique des eaux minéralesHammam El-Charef, Hammam Zelfana et I'eau de
Zamzam. Des analyses chimiques et microbiologiquésété effectuées sur ces différentes eaux
minérales. Ces analyses ont pour but de définidifésrentes germes et especes chimiques existantes

pour expliquer I'effet antibactérien et anti oxaldeique des échantillons.

Les résultats de l'analyse chimique, I'étude mogue les concentrations en ions Fet SQ~
sont plus élevées dans I'eau de Zamzam par ragpodaux de Hammam Zelfana qui contiennent des
concentrations élevées en ions ‘Mgt NQ;'. Par ailleurs, I'eau de Hammam El-Charef renfetdes

concentrations assez élevée en ions &&ClI.

Les résultats de [I'analyse microbiologique nous lesmns |'absence totale de toute
contamination bactérienne, ce qui explique la guretturelle de nos eaux minérales relevée par la
turbidité.

L'étude de Il'activité antibactérienne basée suordthode de diffusion des disques montre que les
eaux étudiées ont une activité antibactériennenr@sjuée contre les germes bactériens testés. L'eau
de Zamzam posséde une activité antibactérienne pagsculiere vis-a-vis les bactéries telles:
Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa et Proteus mirabilis. Cette activité est d’autant remarquée
lors de I'addition avec le mélange des eaux de Hamnrkl-Charef et Zelfana qui ont une action
activité intermédiaire contre ces bactéries. Cattivité est due a la composition chimique de ces

eaux.

Les résultats de I'étude de linhibition oxalo-aglee réalisé par le modele turbidimétrique
montre que l'eau de Zamzam est l'inhibiteur le @ficace contre la cristallisation oxalo-calcique,
grace a leur pourcentage d'inhibition qui vaut 7Néanmoins, les résultats obtenus aprés la dilution
(a 10%) de I'eau de Zamzam montrent que cette eswedfet inhibiteur qui atteint le 50,5%, alors le

deux autres eaux sans dilution possédent que 34%.

L'effet inhibiteur de lI'eau de Hammam EI-CharefZetfana est presque identique mais non
négligeable parce qu'elles ne favorisent pas Eatlisation de I'oxalate de calcium. L'efficacité

'eau de Zamzam expliqué par, le rapport élevé idbaiteurs de cristallisation oxalo-calcique
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comme : Mg, Fe™, NOs, CI, SO et HCQ' sur le promoteur de cristallisation (Ca suivi par I'eau

de Hammam Zelfana et Hammam EI-Charef.

L'étude microscopique complémentaire révele les mes résultats avec [I'étude

spectrophotométrique. En plus elle clarifie le mdi@etion de chaque inhibiteur comme suit:

- L'eau de Zamzam agit dés I'étape de germinationhdte la croissance et I'agrégation des
cristaux oxalo-calciques.

- L'eau de Hammam EIl-Charef agit sur |'étape de d@agion et diminue le nombre des
agrégats formés.

- L'eau de Hammam Zelfana agit sur I'étape de I'agicig des cristaux et diminue le nombre

des agrégats formés.

L'efficacité de I'eau minérale de Zamzam est dueua concentration élevée en inhibiteurs
(Mg*™", FE™, SO etc.) et d'autres inhibiteurs qui peuvent exisgbors plusieurs auteurs, comme le F
qui joue le réle d'un bon germicide, ainsi un bohibiteur de formation des cristaux oxalo-calcique.
Ce qui illustre la caractéristique spéciale deecetiu et la rend différente d'autres types d'daes.
eaux minérales de Hammam EI-Charef et Hammam Zelfant aussi une action inhibitrice
intermédiaire non négligeable vis-a-vis les baegtestées et contre la formation des cristaulooxa

calcique.

Il serait plus intéressant d'approfondir cette étpdr d'autres analyses des especes chimiques
existants dans I'eau minérale, qui ont un effebitdur contre la formation des cristaux oxalo-agle

et autre effet germicide; tel que le fluorure.

Enfin, tandis qu'il y a des facteurs diététiquesctmues a considérer pour chaque type de
calcul, il y a également une liste générale de messdiététiques qui en peuvent étre recommandées

afin d'éviter la formation des calculs rénaux :
eprise quotidienne d'un volume liquide appropnm@nimum 2 litres d'eau par jour);
séviter strictement les régimes de végétarien;

s@viter les régimes excessifs des protéines animal
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Annexe 1

» Les courbes turbidimétriques obtenues a l'aide d'urspectrophotometre
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1. Courbedelacristalisation sans inhibiteur

2. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (10% eau de Zamzam)

3. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (50% eau de Zamzam)



Annexe 1

4. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (100% eau de Zamzam)

5. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (10% eau de Hammam El-Charef)

6. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (50% eau de Hammam El-Charef)
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7. Courbe de lacristalisation avec inhibiteur (100% eau de Hammam El-Charef)

8. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (10% eau de Hammam Zelfana)

9. Courbe de lacristallisation avec inhibiteur (50% eau de Hammam Zelfana)
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10. Courbe delacristallisation avec inhibiteur (100% eau de Hammam Zelfana)
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Tableau 1: Apports journaliers recommandés en Ca phosphaiig ¢84].

Calcium Phosphate Magnésium
Enfant de 1 a 3 ans 600 400 50-1000
Enfant de 4 a9 ans 700 700 150-150
Enfant 10 al12 ans 900 900
Adolescents 1000 1000 350
adultes 800 800
Femmes enceintes 1000 1000 400
Femmes allaitantes 1200 1200

Tableau2:Eaux minérales et orientations thérapeutiques gslef25]

Eaux orientations

Sulfurées Rhumatologie
ORL
Respiratoire

Sulfatées Neurologie

Rhumatologie
Dermatologie

Stomatologie

Chlorurées sodiques

Rhumatologie
Gynécologie
Enfants

Bicarbonatées

Degestif
Diabéte
Phlébologie
Rhumatologie

Bicarbonatées et chlorurées

Respiratoire
Rhumatologie
Dermatologie
Stomatologie

Enfants

Oligo-minérales

Urinaire
Phlébologie

Rhumatologie
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Tableau 3 :Références des méthodes des normes ISO paramiéyesgehimique

Parametres Unité Normes OMS Références des normeSQ
pH 6.5-8.5
Conductivité mg/l 2000 ISO 7888
Dureté totale mg/I 500 ISO 6059
Calcium mg/l 200 ISO 6058
Magnésium mg/l 150 ISO 6059
Chlorure mg/I 500 ISO 7890/3
Sulfates mg/l 400 ISO 9280
Fer mg/l 0.3 ISO 6332

Tableau 4 :Conversion des unités de mesure de dureté de I'eau

°fH ppm mval/l
Degrés Francais 1° fH= 1 10 0.2
ppm CaCOs 1ppm= 0.1 1 0.02
mval/l 1 mval/l= 5 50 1

Tableau 5 :Norme pour la dureté des eaux de boisson d’addl IS (1972) [106]

TH (°F) 0-7 7-22 22-32 32-54 54
Dureté de douce Modérément Assez dure Trés dure
'eau douce douce

Tableau 6 :Classes de turbidité usuelles (NTU, nephlometrigitlité unit)

NTU<5 Eau clair
5<NTU<30 Eau Iégérement trouble
NTU>50 Eau trouble
NTU La plupart des eaux de surface en Afrique atteigoen
niveau de turbidité
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Tableau 7 :La lecture dée. coli ATCC 25922 [13].

Antibiotique testés Charge des Diametre critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
disques Résistant | Intermédiaire | Sensibld Résistant | Sensiblel
B-lactamines: 14-16
Ampiciline 10ug <13 >17 >32 <8
Amoxicilline +Ac. 20/10ug <13 14-17 >18 >32/16 <8/4
clavulanique
Cefazoline 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
Cefoxitine 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
Cefotaxine 30ug <14 15-22 >23 >64 <8
Ceftriaxone 30ug <13 14-20 >21 >64 <8
Imipeneme 10ug <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides
Amikacine 30ug <14 15-16 >17 >32 <16
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinilones 5ug <12 >8 <2
Ofloxacine 13-15 >16
Ciprofloxacine 5ug <15 16-20 >21 >4 <1
Autres 30ug <12
Chloramphenicol 13-17 >18 >32 <8
Furane 300ug <14 15-16 >17 >128 <32
Fosfomycine 200ug <12 13-15 >16 >256 <64
Trimethoprime/ 1.25/23.75ug| <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
sulfamethoxazole

Tableau 8 :La lecture deS aureus ATCC 25923[13].

Antibiotique testés Charge des Diametre critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
disques Résistant | Intermédiaire | Sensible Résistant | Sensib

B-lactamines:

Penicilline 10Ul <28 >29 B-lactamasg <0.1

oxacilline lug <10 11-12 >13 >4 <2

Cefoxitine 30 ug <19 >20 >4 <2

Aminosides 10 ug <12 > >8 <4

Gentamicine 13-14

Amikacine 30 ug <14 15-16 > >32 <16

Autres 1.25/23.75 ug <10 > >8/152 <2/38

Trimethoprime/ 11-15

sulfamethoxazole

Rifampicine 15 ug <16 17-19 > >4 <1

Tetracycline 30 ug <14 15-18 > >16 <4

Chloramphenicol 30 ug <12 13-17 > >32 <8

Fosfomycine 50 ug <14 > >32 <32
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Tableau 9 :La lecture dé°. aerogenosa ATCC 2785313].

Antibiotique Charge des Diametre critiques (mm) CMI critiques (ug/ml)
testes disques Resistant| Intermédiaire | Sensible Résistant| Sensible

B-lactamines:
ticarcilline 75uUg <14 >15 >128 <64
Ticarcilline + 75/10ug <14 >15 >128/2 <64/2
ac.clavulanique
piperacilline 100ug <17 >18 >128 <64
Ceftazidime 30ug <14 15-17 >18 >32 <8
aztreonam 10ug <15 16-21 >22 >32 <8
Imipeneme 10ug <13 14-15 >16 >16 <4
Aminosides 30ug
Amikacine <14 15-16 >17 >32 <16
Gentamicine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
tobramycine 10ug <12 13-14 >15 >8 <4
Quinilones 5ug
Ciprofloxacine <15 16-20 >21 >4 <1
Tertacycline 30ug
Tetracycline <14 15-18 >19 >16 <4
Autres 1.25/23.75
Trimethoprime/ ug <10 11-15 >16 >8/152 <2/38
sulfamethoxazole
Chloramphenicol 30ug <12 13-17 >18 >32 <8
Rifampicine 30ug <14 14-18 >19 >16 <4
Fosfomycine 50ug <14 >14 >32 <32

. Composition de milieu Muller Hinton:

- Infusion de viande de boeuf déshydraté......................... 300g.
- Hydrolysat de caséine.............cccoceeeviiiiiiie i vennnn.. 17.50.

- AMIdON e MAIS. ..ot e e 1.5¢.

= AN AQA . . e 13g.

- Eaudistillée.......covvii i 1000ml.

- PHAINAl L 7.2-7.4.




Glossaire médicale

X/
A X4

Allergie: Etat d'un individu qui, sensibilisé a une substagaeagit ultérieurement d'une facon

exagérée.

Antibiotique: "Contre la vie": Médicament qui tue les bactéoasempéche leur multiplication.
Aphtoses:Est une lésion superficielle de la muqueuse baesacatl de I'oropharynx.

Arthrite: Inflammation d'une articulation. Arthrite tubereuke.

Arthrose: Maladie chronique et douloureuse des articulatidngrose du genou.

Buccal: Relatif a la bouche. La cavité buccale.

Cardiaque: Qui a une maladie du cceur, qui concerne le ccausch cardiaque.
Dermatologie: Branche de la médecine qui s'occupe des maladikspkau.

Diabéte: "passer a travers" Maladie caractérisée par umenation abondante d'urine. Diabéte

sucré, provoqué par I'absence de production diimesphar le pancréas.

Entéroclise: Lavage du colon.

Gonarthrose: Arthrose du genou.

Gynécologie:Branche de la médecine qui s'occupe des maladipsgs aux femmes.

Lithiase: Présence de calculs (sortes de petits caillouxsqusont formés dans l'organisme).

Lithiase biliaire, lithiase vésicale.
Lombalgie: Douleur lombaire; mal de dos. Myalgie: douleur oulgire.

Lymphoedéme: Un gonflement d'une partie plus ou moins importdatcorps suite & une

accumulation de liquide lymphatique dans les tissus

Néphrite: Inflammation du rein.

Neurologie: Etude du systeme nerveux; spécialité meédicale stpicupe des maladies du

systeme nerveux.

Parodontopathies:Consiste en une inflammation des tissus de sautlerforgane dentaire.
Pyélonéphrite: Une infection bactérienne des voies urinairesdsatduchant donc le bassinet.
Rhumatisme : Ensemble des affections douloureuses de I'appacgimoteur.

Thermolyse: Décomposition par la chaleur; perte de chalewr(tiolyse par la transpiration).
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Résumeé:

Ce travail consiste a I'étude de l'activité antibaenne par la méthode de diffusion et I'activité
anti-oxalocalcique par la méthode spectrophotométrides échantillons de trois types d’eaux mingrale
naturelles a savoir : 'eau de Zamzam, I'eau derham EI-Charef et 'eau de hammam Zelfana.

Les résultats des analyses chimiques ont montrdagteneur des minéraux est assez élevée dans
tous les échantillons et surtout la teneur en wiate.

Les résultats microbiologiques ont montré une atesele toutes contaminations microbiennes, ce
qui signifie la pureté naturelle de ces eaux.

Le test antibactérien montre que les bactéiescoli, P. aerogenosae sont sensibles a l'eau de
Zamzam et ont une sensibilité moyenne pour les deures eaux. Cette activité augmente lorsqu'on
mélange les trois eaux.

Le test de l'activité anti oxalo-calcique montreetjas ont une activité inhibitrice pour les crista
oxalo-calciques, mais I'eau de Zamzam est le moeiilfhibiteur avec un pourcentage, de plus de 70%.

Mots clé: Eau minérale, activité antibactérienne, activit@ti acristallisation oxalo-calcique,
spectrophotométrie.

Summary:

This work consist on the study of the antibacteazivity by the diffusion method and the activity
anti-oxalo-calcic with the using of spectrophotontetnethod of three samples of natural mineral vgate
Zamzam water, water of hammam El-Charef & watdraohmam Zelfana.

The Results of the chemical analyzes of salts sigpwi high mineralization specially the ion of
sulfate in the whole mineral waters.

The microbiological results reveal an absence bfratrobial contamination which means the
natural purity of this minerals water.

The antibacterial test shows thgt:coli, P. aerogenosae are sensitive to the water of Zamzam and
intermediary for the two others waters. This atyiuncreases when we mixed it.

The test of the antioxalocalcic activity shows thiaey have an inhibiting activity for the
oxalocalcic crystals, but Zamzam water is the bésbitor with a percentage more than 70%.

Keywords: Mineral Water, anti-bacterial activity, anti-oxataicic crystallization, spectrophotometer.



