Document généré le 16 juil. 2025 11:45

Revue des sciences de I’eau
Journal of Water Science

“REVUE-DES
SCIENCES

DE L'EAU
rﬁ't!l'ﬂ'm of WalessBoiopce

Contribution a I’évaluation des traces de microcystine dissoute
et intracellulaire dans les eaux marocaines brutes et traitées
Contribution to the evaluation of traces of dissolved and
intracellular microcystin in raw and treated Moroccan waters

Naima Khlil, Fatiha Zidane, Abderrahim Naamane, Mohamed Loutfi et

Mohamed Blaghen

Volume 24, numéro 4, 2011
Recu le 20 septembre 2010, accepté le 9 avril 2011

URI: https://id.erudit.org/iderudit/1007625ar
DOI : https://doi.org/10.7202/1007625ar

Aller au sommaire du numéro

Editeur(s)
Université du Québec - INRS-Eau, Terre et Environnement (INRS-ETE)

ISSN
1718-8598 (numérique)

Découvrir la revue

Citer cet article

Khlil, N, Zidane, F., Naamane, A., Loutfi, M. & Blaghen, M. (2011). Contribution
al’évaluation des traces de microcystine dissoute et intracellulaire dans les
eaux marocaines brutes et traitées. Revue des sciences de l’eau / Journal of
Water Science, 24(4), 355-368. https://doi.org/10.7202/1007625ar

Tous droits réservés © Revue des sciences de ’eau, 2011

Résumé de l'article
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économique et industrielle du Maroc, est assuré en grande partie par les eaux
du réservoir de stockage Tit Mellil alimenté par les eaux traitées provenant de
la retenue de barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah (SMBA). Or, les eaux
brutes du barrage sont souvent affectées par le phénomene d’eutrophisation
qui se manifeste par la prolifération des cyanobactéries qui exercent un impact
négatif sur la filiere de production d’eau potable. En effet, les analyses
physico-chimiques, effectuées sur les eaux brutes et traitées, ont permis de
faire un diagnostic. Ce dernier a montré que les caractéristiques des eaux
brutes favorisent la prolifération de cyanobactéries. Plusieurs genres toxiques
ont été identifiés avec Microcystis et Oscillatoria qui sont producteurs de
microcystines. L’évaluation des microcystines dans les eaux brutes et traitées a
été réalisée par le test colorimétrique d’inhibition de la protéine phosphatase
type 2A (PP2A), sur des extraits préconcentrés des fractions dissoutes et des
fractions cellulaires avec un seuil de détection de 1 ngeL-". Les résultats
montrent que les microcystines sont présentes dans tous les échantillons
d’eaux traitées, prélevés a I’entrée du réservoir de stockage, pendant la période
été-automne de 2006 a 2008. Leurs taux en microcystines dissoutes n’excédent
pas 0,075 pg équivalents MC-LReL-". Ces valeurs, bien que positives, sont tres
inférieures au seuil recommandé par ’'Organisation Mondiale de Santé, qui est
de 1 pg équivalent MC-LReL-" d’eau et sont nettement inférieures a celles des
eaux brutes, pour la méme période, dont les valeurs ont atteint 1,1 ug
équivalent MC-LR*L-" en octobre 2006. Par ailleurs, une évaluation des
concentrations en MC dissoute, a la sortie du réservoir de stockage d’eau
potable vers le consommateur, a révélé une nette diminution des teneurs, liée
probablement aux effets de la chloration appliquée a ces eaux.
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RESUME

Lapprovisionnement en eau potable de la ville de
Casablanca, capitale économique et industrielle du Maroc,
est assuré en grande partie par les eaux du réservoir de
stockage Tit Mellil alimenté par les eaux traitées provenant
de la retenue de barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah
(SMBA). Or, les eaux brutes du barrage sont souvent affectées
par le phénomene d’eutrophisation qui se manifeste par la
prolifération des cyanobactéries qui exercent un impact négatif
sur la filiere de production d’eau potable. En effet, les analyses
physico-chimiques, effectuées sur les eaux brutes et traitées,
ont permis de faire un diagnostic. Ce dernier a montré que
les caractéristiques des eaux brutes favorisent la prolifération
de cyanobactéries. Plusieurs genres toxiques ont été identifiés
avec Microcystis et Oscillatoria qui sont producteurs de
microcystines. L'évaluation des microcystines dans les eaux
brutes et traitées a été réalisée par le test colorimétrique

d’inhibition de la protéine phosphatase type 2A (PP2A),
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sur des extraits préconcentrés des fractions dissoutes et des
fractions cellulaires avec un seuil de détection de 1 ngeL.
Les résultats montrent que les microcystines sont présentes
dans tous les échantillons d’eaux traitées, prélevés a I'entrée
du réservoir de stockage, pendant la période été-automne de
2006 2 2008. Leurs taux en microcystines dissoutes n’excedent
pas 0,075 pg équivalents MC-LReL". Ces valeurs, bien
que positives, sont tres inférieures au seuil recommandé par
I'Organisation Mondiale de Santé, qui est de 1 pg équivalent
MC-LReL"! d’eau et sont nettement inférieures a celles des
eaux brutes, pour la méme période, dont les valeurs ont atteint
1,1 pg équivalent MC-LReL" en octobre 2006. Par ailleurs,
une évaluation des concentrations en MC dissoute, a la sortie
du réservoir de stockage d’eau potable vers le consommateur,
a révélé une nette diminution des teneurs, liée probablement
aux effets de la chloration appliquée a ces eaux.

MOTS CLES : eau potable, cyanobactéries, microcystines,
protéine phosphatase 2A, chloration.
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ABSTRACT

The supply of Casablanca city with drinking water is insured
mainly by waters from the storage reservoir Tit Mellil, which is
fed by the treated waters coming from the Sidi Mohamed Ben
Abdellah dam. These waters are often affected by eutrophisation,
with the attendant proliferation of cyanobacteria, which
exercise a negative impact of the production of drinking water.
In fact, the physico-chemical analyses carried out on both
raw and treated waters have allowed us to make a diagnosis.
This diagnosis reveals that the characteristics of the raw
waters favour the proliferation of cyanobacteria. Many types
of the cyanobacteria are identified, including Microcystis and
Oscillatoria, which are considered to be the most toxic as well
as the producers of microcystins (MC). We used a colorimetric
protein phosphatase inhibition assay for an evaluation of
dissolved and intracellular microcystin levels in raw and
treated water with a detection limit of 1 ngeL"". Tests done on
treated water at the entrance of the storage reservoir reveal that
dissolved MC are present in all the samples taken during the
summer-autumn periods from 2006 to 2008. Their rates do
not exceed 0.075 pg equivalent to MC-LReL". Though these
values are positive, they are below the threshold recommended
by the World Health Organisation, which is 1 pg equivalent
to MC-LReL" of water. The amounts of microcystins in the
treated waters are clearly less than those in the raw waters for
the same periods. These values reached a maximum of 1.1 pg
equivalent to MC-LReL" in October 2006. On the other hand,
an evaluation of the amounts of dissolved microcystins at the
exit of the treated water from the storage reservoir revealed a
clear decrease of microcystins concentration; this is probably
due to the effects of the chlorination that had been applied to
these waters.

Key words: drinking water, cyanobacteria, microcystins,
protein phosphatases 2A, chlorination.

1. INTRODUCTION

Ces derniéres décennies ont vu naitre la prise de conscience,
par la communauté internationale et par le Maroc en particulier,
de I'importance de la gestion durable des ressources en eau.
Limportance de cette eau a émergé devant le constat que de
nombreux pays souffrent actuellement de pénurie. Lorigine
de cette pénurie planétaire vient du fait de la dégradation
de la qualité de I'eau douce, due a plusieurs facteurs, dont
le phénomeéne d’eutrophisation (HEISLER ez 4/, 2008;
SKULBERG ez al., 1993). Parmi les principaux symptomes
indésirables de cette eutrophisation, on trouve la prolifération
massive de phytoplancton dont au moins 46 especes de
cyanobactéries potentiellement toxiques (ERNST er al,

2005). Ces dernieres posent d’énormes problémes au niveau
de la production de I'eau potable et exposent I'étre humain
a plusieurs dangers, par la consommation et l'utilisation de
cette eau, si les procédés de traitement ne les éliminent pas
efficacement.

Les cyanotoxines attirent de plus en plus lattention des
chercheurs et les cas de contamination, a travers le monde,
sont nombreux et diversifiés (CARMICHAEL, 1992, CODD,
2000). Leurs effets sont bien connus, elles peuvent causer une
simple irritation de la peau (endotoxines lipopolysaccharidiques
[LPS]), comme elles peuvent affecter le systéme nerveux
(neurotoxines, p. ex. anatoxine) et entrainer aussi des lésions
du foie (hépatotoxines) (POURIA ez al, 1998). Parmi les
hépatotoxines figurent les microcystines (MC) qui sont les
cyanotoxines les plus étudiées, les mieux connues et les plus
fréquemment détectées dans les eaux (DE FIGUEIREDO ez
al., 2004; ERNST ez al., 2009; FRISTACHI et SINCLAIR,
2008; ZHANG et ZHU 2009).

Sur le plan structural, les MC sont des heptapeptides
cycliques qui contiennent deux acides aminés, de la série L,
variables et deux acides aminés spécifiques de la série D
(CARMICHAEL, 1992). Ce sont ces derniers qui attribuent
a la MC ses propriétés toxiques (CARMICHAEL, 1994;
DAWSON, 1998; TSUJI, 1997). Les microcystines sont
nommées en fonction de leurs acides aminés de la série L. En
effet, la microcystine-LR (MC-LR) contient de la leucine (L)
et de I'arginine (R), tandis que la microcystine-YA (MC-YR)
contient de la tyrosine (Y) et de I'alanine (A) (CARMICHAEL,
1992) et, jusqua présent, pres de 80 variantes de MC ont
été identifiées (CODD et al, 2005a; CODD et al., 2005b;
DIETRICH et HOEGER, 2005; SANGOLKAR ez al,
2006; SIVONEN et JONES 1999). Les deux acides aminés
particuliers de la série D sont la N-méthyl-déhydroanaline
(Mdha) et un acide aminé peu commun non lié aux structures

polaires appelé Adda (RESSOM et al., 1994).

Lactivité biologique majeure des MC résulte de leur pouvoir
inhibiteur sur des phosphatases 1 et 2A in vitro (ALMEIDA
et al., 2006; BOUAICHA et 4l., 2002; HERESZTYN et
NICHOLSON, 2001; MACKINTOSH ez 4l., 1990; RAPALA
et al., 2002). Cette propriété est d’ailleurs a la base d’un des
essais biologiques de dépistage utilisé pour détecter leur
présence. La MC-LR, produite comme métabolite secondaire
par Microcystis aeruginosa et par d'autres espeéces d'algues
bleues, comme Anabaena, Anabaenopsis, Nostoc, Microcystis,
Oscillatoria et Nodularia, semble étre la MC la plus commune a
ces genres, et la plus étudiée (CARMICHAEL, 1992; HAIDER
et al., 2003). A ce jour, la majorité des travaux sur les MC ont
été réalisés en utilisant MC-LR car cette variante est rencontrée
dans la plupart des pays qui ont signalé des épisodes de toxicité
dans les milieux aquatiques (AN et CARMICHAEL, 1994;
CODD 2000).
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Les MC
cyanobactériennes et peuvent étre liées a la membrane ou étre
présentes a I'état libre a lintérieur des cellules. Cependant,

tendent a étre associées aux cellules

la libération des toxines survient principalement lorsque les
cellules vieillissent, meurent ou libérent de fagon passive leur
contenu. Les toxines peuvent parfois étre libérées de fagon active
par de jeunes cellules en cours de croissance (CARMICHAEL,
1992). Leurs concentrations dans I'eau potable font 'objet de
normes internationales, établies par I'Organisation Mondiale
de la Santé¢ (WHO, 1998). Le seuil correspondant a la
concentration maximale acceptable (CMA), est égal a 1 pg
équivalents MC-LR.L" d’eau potable (OMS, 1998; OMS,
2004). Lhépatotoxicité aigué des MC chez les humains a été
mise en évidence suite & la mort de 76 patients hémodialysés en
1996 au Brésil (CARMICHAEL ez 4l., 2001; JOCHIMSEN et
al., 1998) et des milliers de cas de gastro-entérite causées par
la présence de cyanobactéries dans I'eau auraient été recensés
dans le monde (CODD, 1999). Par ailleurs, plusieurs études
révelent le potentiel cancérigene des MC dans le cas d’une
exposition a long terme (ADH, 2006; CARMICHAEL ez 4.,
2001; YU, 1995).

Au Maroc, un état des lieux de la présence de MC dissoute
dans I'eau s'impose au niveau des réservoirs d’alimentation en
cau potable. Les études effectuées a ce jour consistent seulement
a 'évaluation des teneurs en cyanotoxines des efflorescences
toxiques et non pas de la fraction de MC soluble dans I'eau. Le
présent travail porte alors sur la détection des cyanobactéries et
Iévaluation des teneurs en fraction dissoute et intracellulaire
des microcystines, dans 'eau brute au niveau de la retenue
de barrage SMBA, ainsi que dans 'eau traitée au niveau du
réservoir de Tit Mellil destiné au stockage et a la distribution
d’eau potable de la ville de Casablanca. La caractérisation des
deux sites passe, tout d’abord, par I'évaluation de la qualité
physico-chimique des eaux qui ont fait 'objet du présent travail,
suivie de lidentification de cyanobactéries potentiellement
toxiques, ensuite, 'extraction de leurs toxines intracellulaires.
Pour la détection des traces de MC dans 'eau, les échantillons
ont été préconcentrés a 'aide d’'un systtme d’extraction sous
vide, confectionné & cet effet au laboratoire et basé sur le
principe de la chromatographie a phase inversée. Lévaluation
des concentrations en MC a été réalisée in vitro par la
méthode colorimétrique du microtest d’inhibition de I'activité
enzymatique de PP2A. Les résultats vont permettre de dresser
un état des lieux concernant les teneurs en MC dissoutes dans
eau avant et aprés traitement et stockage, et d’évaluer ainsi
I'impact du procédé de traitement. La connaissance du procédé
de traitement utilisé s'avére une information pertinente pour
une meilleure évaluation du risque pouvant découler de la
présence de MC dans 'eau brute.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1 Sites d’étude

Léchantillonnage a été effectué au niveau de deux sites :
Retenue d’eau de barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah
(réservoir d’eau brute) et Réservoir de stockage Tit Mellil (eau
traitée).

1.1.1 Sous-retenue de barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah (véservoir
d'eau brute)

La retenue, mise en service en 1974, est construite sur le
fleuve Bourégreg, a une vingtaine de kilomeétres de la ville de
Rabat (Figure 1a). Cette retenue constitue une importante
réserve d’eau de 500 millions m? 4 la cote normale de 50 m,
avec une profondeur moyenne de 17 m (profondeur maximale
de 35 m et une superficie de 32 km?, est alimentée par trois
rivieres, Bou Regreg, Grou et Mechrai, et sert exclusivement
a approvisionner en eau potable la zone cotiere entre les
villes de Salé et de Casablanca avec un débit moyen est de
440 000 m’ej'. Cette retenue permet de desservir 30 %
de la population casablancaise. Le tableau 1 résume les
caractéristiques morphologiques et hydrologiques des eaux
brutes de la retenue d’eau de barrage Sidi Mohammed Ben

Abdellah (ADH, 2006).

1.1.2 Réservoir de stockage Tit Mellil (eau traitée)

Le réservoir d’eau potable Tit Mellil, cote 96, est un
réservoir de 35 000 m?, qui alimente la zone Sidi Bernoussi
par voie gravitaire (Figure 1b). Les eaux de ce réservoir sont
alimentées par les eaux traitées de Bou Regreg a un débit moyen
de 440 000 m>ej.

Le procédé utilisé dans le traitement de ces eaux est
composé d’'un dégrillage suivi d'un tamisage afin d’éliminer
les corps flottants et les déchets. Arrivée au niveau du bassin
(Tour d'eau brute), I'eau subit une préchloration suivie d’'une
coagulation par le sulfate d’alumine AL (SO,), associée a une
correction du pH (ZIDANE ez 4l., 2010).

Apres filtration sur sable, Uopération se termine par la
chloration de ces eaux et leur stockage dans des réservoirs avant
leur distribution. Il faut signaler que, pendant le stockage,
les eaux subissent une chloration le long de la chaine de
distribution. La valeur du chlore résiduel doit étre conforme
aux normes marocaines d’eau potable (NM 03.7.001) qui sont
comprises entre 0,5 2 1,0 mgeL" a la production et entre 0,1 et
1 mgeL" 4 la distribution.
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Figure 1. Carte du Maroc représentant les sites de prélevement (a) Retenue de barrage SMBA (eau brute), (b) Réservoir de
stockage de Tit Mellil (eau traitée).
Map of Morocco representing sites of sample (a) of dam SMBA (raw water) (b) storage reservoir of Tit Méllil (treated
water).

Tableau 1. Caractéristiques morphologiques, hydrologiques, de leau de
retenue du barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah.
Table 1. Morphological and hydrological characteristics of the waters of Sidi

Mohammed Ben Abdellah dam.

Lac Réservoir Retenue de barrage SMBA
Année de mise en service 1974

Cours d’eau Bouregreg
Alimentation Rivi¢res Bou Regreg, Grou, Mechra
Province Rabat

Fonction Alimentation en eau potable et industrielle
Type Terre et enrochement
Hauteur sur fondation 99 m

Longueur en créte 340 m

Volume du barrage 2500 000 m?

Code de retenue normale 50 NGM

Capacité utile de la retenue 500 millions de m?
Capacité de la retenue 1 100 millions de m?
Superficie 32 km?

Profondeur 17 m

Surface du bassin versant 9 500 km?
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1.2 Echantillonnage

Le prélevement a été effectué mensuellement, entre 2006
et 2008, avec une fréquence plus accentuée pendant les saisons
estivales et automnales. Tous les échantillons ont été réalisés en
triplicatas.

1.2.1 Retenue de barrage Sidi Mohammed Ben Abdellah
1.2.1.1 Eau

Le prélevement des eaux au niveau de la retenue de
barrage a été effectué en surface et 2 50 cm de profondeur.
Léchantillonnage a été réalisé a l'aide de bouteilles de type
Van Dorn de 8 litres. Les échantillons d’eau destinés a 'analyse
physico-chimique ont été conservés dans des bouteilles en PVC
et ceux destinés aux analyses de cyanotoxines étaient stockés
dans un flacon en verre de 500 mL dont I'intérieur du couvercle
était recouvert d’une feuille d’aluminium pour empécher le
contact de I'eau avec le plastique, ce matériau pouvant adsorber
les cyanotoxines.

1.2.1.2  Cyanobactéries

Léchantillonnage des cyanobactéries a été effectué le matin,
a l'aide de filets a planctons 27 pm de maille. Les échantillons
prélevés ont été immédiatement fixés, avec une solution d’iode
acidifié (Lugol) a 8 %, et conservés a 4 °C.

1.2.2 Réservoir de Tit Mellil

Les prélevements de 'eau ont été effectués a 'entrée du
réservoir de stockage au niveau de I'adduction de Bourégreg
avant le stockage de 'eau et sa distribution. Le chlore résiduel
a été neutralisé au moment du prélévement par un ajout de
100 pL d’une solution de thiosulfate de sodium (Na,S,0,)
a 1 % pour empécher la lyse des cyanobactéries. Tous les
échantillons d’eau prélevés ont été immédiatement stockés a
4 °C avant l'analyse dans les 24 h qui suivent les prélévements.

1.3 Analyses physico-chimiques

a connaissance des caractéristiques sico-chimiques
L d téristiq hy himiq

es eaux brutes et des eaux traitées s'avére une information
d brutes et d trait
pertinente pour une meilleure évaluation du risque pouvant
découler de la présence de cyanotoxines dans I'eau. Puisque
"objectif de la présente étude ne consiste pas a faire un suivi des
1
parameétres physico-chimiques, mais de faire une caractérisation
globale de ces eaux brutes ou traitées, et vu que ces parameétres
ne connaissaient pas de brusques variations ou de pics durant
la période d’étude, une moyenne de chaque parameétre a été

\

calculée a partir des résultats de trois mesures ponctuelles
effectuées, a dix jours d’intervalle, au cours du mois d’octobre

2008.

1.3.1 Paramétres physico-chimiques des eaux

La température, la conductivité, 'oxygeéne dissous et le
pH ont été mesurés sur le terrain avec un analyseur portable
a affichage numérique type CONSORT (ISO 9001 : 2000).
La détermination de chaque paramétre a été réalisée a l'aide
d’électrodes spécifiques calibrées et préalablement étalonnées
avant chaque prise d’essai. Lévaluation des matitres en
suspension (MES) a été effectuée par filtration sur une
membrane de 110 mm GF/C (Whatman) ayant une porosité
de 1,2 pm. Cette mesure a été effectuée par différence de poids
apres passage a I'étuve (60 °C) pendant 2 h.

1.3.2 Eléments nutritifs

Le zinc et le fer ont été analysés par un spectrometre a
émission au plasma (ICP-MS) (marque Perkin Elmer Sciex,
modéle Elan DRC II). La détermination des teneurs en nitrates
a été effectuée apres réduction en nitrites puis diazotation en
milieu acide et dosage du composé azoique par photométrie
(RODIER, 1996). La détermination des teneurs en ammonium
a été réalisée par minéralisation a l'acide sulfurique puis
distillation et colorimétrie au bleu d’indophénol (RODIER,
1996).

Le phosphore total a été dosé par minéralisation en
orthophosphates aux acides sulfurique et nitrique. Les teneurs
en orthophosphate ont été mesurées par dosage photométrique
d’un complexe phosphomolybdique aprés réduction a l'acide
ascorbique (APHA, 1992) et 'oxydabilité au permanganate de
potassium a été mesurée par la technique décrite par RODIER

(1984).

1.4 Identification

Les genres de cyanobactéries présents dans les échantillons,
prélevés a 'aide de filets a planctons et fixés au Lugol, ont
été identifiés au microscope optique a l'aide d’ouvrage de

systématique (BOURRELY, 1966).

1.5 Extraction de la microcystine

Dans les 24 heures qui suivent les prélévements, 'extraction
a été effectuée selon la méthode décrite par LAWTON ez al.
(1994).

1.5.1 Ulrrafiltration et filtration des échantillons d'eau

Apres agitation, léchantillon de 500 mL a écé
immédiatement filtré sous vide, sur membrane 110 mm GF/C
afin d’éliminer les particules en suspension, ainsi que la plupart
des micro-organismes. Le filtre apres utilisation a été congelé
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en vue de l'analyse du potentiel hépatotoxique du contenu
intracellulaire. Au filtrat des échantillons chlorés, 100 pL d’une
solution de thiosulfate de sodium a 1 % ont été ajoutés, puis
le mélange a subi une agitation vigoureuse suivie d’'un repos
de quelques minutes. Lélimination du chlore a été réalisée par
simple filtration. Un ajout du méthanol & 1 % V/V a été fait
au filtrat obtenu.

1.5.2  Extraction de la fraction libre ou extracellulaire de microcystines

Les microcystines présentes dans I'eau ont été extraites a
aide d’un syst¢me d’extraction sous vide. Pour atteindre un
seuil de détection de 1 ngeL", nous avons fait appel a une
préconcentration de I'échantillon qui repose sur l'utilisation de
la chromatographie a4 phase inversée a travers des cartouches
de capacité de 3 mL remplies de silices greffées par n

octadécyle (C,,) (J.T. Baker USA).

Tous les essais ont été réalisés en triplicatas. La cartouche
a été initialement équilibrée avec 10 mL de méthanol suivi de
10 mL d’eau distillée. Un volume de 500 mL de filtrat a écé
concentré A travers la colonne d’extraction a un débit constant
de 5 mLemin™. La cartouche a ensuite été rincée avec 10 mL de
méthanol 2 20 % et séchée durant 10 min. Les microcystines
ont été éluées avec 3 mL de méthanol absolu contenant
0,1 % V/V d’acide trifluoroacétique. Léluat a été évaporé a sec
et extrait obtenu a été repris dans 100 pL d’éthanol absolu et
conservé a -20 °C.

1.5.3 Extraction de la fraction intracellulaire

Apres plusieurs cycles de congélation et décongélation du
filtre, les toxines ont été extraites, avec 5 mL de méthanol pur,
trois fois de suite, pendant une heure a température ambiante.
Les extraits ont été réunis et le mélange a été évaporé a sec. Le
résidu a été repris dans 250 pL d’éthanol et conservé a -20 °C.

1.5.4 Tlests dinbibition de la protéine phosphatase (PP-24)

1.5.4.1  Principe de la méthode

La méthode colorimétrique, décrite par AN et
CARMICHAEL (1994) a été utilisée dansla présente étude pour
I'analyse des MC. Son principe repose sur la transformation,
par la protéine phosphatase a sérine et thréonine 2A (PP2A),
du paranitrophényl phosphate (pNPP), substrat incolore, en
paranitrophénol (pNP), produit coloré en jaune qui présente
un maximum d’absorption a 405 nm. En présence de MC,
la PP2A est inhibée et I'activité enzymatique est inversement
proportionnelle a la concentration en MC dans I'échantillon
a doser.

1.5.4.2
1.5.4.2.1

Tris/HCI (40 mM Tris-HCI, 34 mM MgClz; 4 mM EDTA)
a pH: 8,3; DDT (4 mM), BSA : Sérum Albumine Bovine a
0,5 mgemL™)

Produits et solutions utilisées

Les solutions tampon, préparées avec de 'eau Milli
pon, prep

1.5.4.2.2  Le substrat

Le PNPP : paranitrophénylphosphate, dissodique, 6H,O
(sigma), 40 mM dans du tampon Tris/HCI/DDT (Sigma).

1.5.4.2.3 Lenzyme

La protéine phosphatase 2A, catalytic subunit (25 UI),
a ¢été préalablement diluée dans une solution tampon
TrissrHCI/DDT/BSA 4 une initiale de
0,2 UlepL". Lenzyme extraite des globules rouges humains
provient d’Upstate Biotechnology (Euromedex, France).

concentration

1.5.4.2.4 Les étalons MC-LR

100 pgemL" a 600 pgemL™" ont été préparés en solution
dans du tampon Tris/HCI/DDT a partir d’une solution
initiale de MCLR a 200 pgepL"! équivalent MCLR de 95 %
de pureté provient de Sigma. Les extraits intracellulaires ou
extracellulaires des échantillons (10 pL) ont été repris dans un
volume 500 pL du tampon Tris/HCI/DDT.

1.5.4.2.5 Protocole expérimental

Le test a été réalisé sur des microplaques microtitrées de
96 puits. Chaque puits renferme 50 pL de solution d’enzyme,
50 pL de solution de substrat et 100 pL de solution de MC-LR
de la gamme d’étalonnage ou 100 pL de solution préparée de
I'échantillon a doser. Le blanc a été incubé sans enzyme et le
contrdle a été incubé sans toxine. Lincubation de I'enzyme et
de son substrat a été effectuée a 37 °C. Le mélange réactionnel a
été agité pendant 5 min et 'activité enzymatique a été mesurée
aprés 5 et 60 min d’incubation a l'aide d’un lecteur ELISA
U-V visible ELX 800-OSI, a une longueur d’onde de 405 nm.
Les teneurs des MC dans les extraits des échantillons & doser
ont été déterminées a partir de la courbe d’étalonnage. Les
extraits ont été testés dans les mémes conditions opératoires
de la gamme d’étalonnage. Les résultats obtenus ont été
exprimés en nanogramme équivalent microcystine-LR par litre
d’échantillon en tenant compte des étapes de préconcentration
faites.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1 Analyses physico-chimiques

Le diagnostic de ces eaux brutes et traitées passe par leur
caractérisation globale, déterminée par le calcul de la moyenne
des parametres physico-chimiques et des éléments nutritifs.
Les résultats des analyses effectuées sont résumés au tableau 2.
Les valeurs obtenues des eaux traitées (réservoir Tit Mellil) ont
été confrontées aux « Normes Marocaines Eau potable NM
03.7.001 ». Celles des eaux brutes ont été confrontées aux
« Normes Francaises publiées en 2007 », puisqu’il existe des
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Tableau 2.

Etatdela qualité des eaux de retenue du barrage SMBA (eau brute) comparée a la norme frangaise et du réservoir

de Tit Mellil (eau traitée) comparée aux normes marocaines d’eau potable NM 03.7.001.

Table 2.

Quality of the waters of the SMBA dam (raw water) compared with the French water quality standards and

of the waters of the Tit Mellil reservoir (treated water) compared with the Moroccan drinking water standard

NM 03.7.001.

Normes Marocaines d’eau

. ., Fau brute Normes Frangaise Faux t.raltées. potableavec VMA :
Paramétres de potabilité Retenue de Réservoir de Tit .
barrage SMBA eaux brutes Mellil Valeur maximale
acceptable
pH 7,9 6,5-9 7,5 6,5-8,5 VMA
T°C 25 25 18 Acceptable
Chlore résiduel (mgeL™) 0,7 0,1-1
Chlorure (mg,L") 100 200 117 750 VMA
Oxydabilit¢ KMnOj4 (mg OzeL™") 2,3 <30 1,6 5 VMA
Nitrate (mgeL™") 11,6 50 3,8 50 VMA
Nitrite (mgeL™") 4,2 <0,01 0,5 VMA
Ammonium (mgeL™) 0,4 4 <0,05 0,5 VMA
Phosphore total (mgeL™") 0,6 0,7 (22 °C) 0,01
Conductivit¢ (pSecm™) 630 1100 538 2700 VMA
Na (mgeL™) 71 200 60
Sulfates SO4* (mgeL?) 60 250 60,5 400
MES (mgeL") 12 25 1,48
Zinc (mgeL™") 0,03 5 <0,1 3
Fer (mgoL‘l) 0,2 1 0,015 0,3
Oxygene dissous (mgeL™) 6,8 9,8 5<0,<8

acunes concernant les recommandations marocaines pour la
1 tl dat 1
qualité de ces eaux destinées a la production de I'eau potable.

2.1.1 Eau brute

Tous les paramétres respectent les normes, excepté le
phosphore total pour lequel une valeur guide limite de
0,03 mgeL" a été suggérée par TOMS. Cette valeur représente
un critére pour éviter 'eutrophisation en riviere (KURMAYER
et CHRISTIANSEN, 2009). Or, les teneurs trouvées sont
20 fois supérieures a cette valeur guide. Le controle de la
concentration du phosphore devrait donc s'inscrire comme
une mesure A long terme de la gestion du probleme de la
prolifération de cyanobactéries. Une bonne corrélation,
entre le nombre de cyanobactéries, ou la concentration de
microcystine-LR et le phosphore total, a été mise en évidence
par KOTAK ez al. (2000).

Le rapport azote total/phosphore total serait un facteur
encore plus important, un rapport inférieur a 29 étant associé a
des conditions favorables au développement des cyanobactéries
(SMITH, 1986), alors qu'un rapport inférieur a 5 est
encore plus clairement associé au nombre de cyanobactéries
toxiques (EYNARD ez /., 2000). De plus, la production de
cyanotoxines semble également étre régulée par d’autres facteurs
environnementaux. Par exemple, la disponibilité en fer dans

le milieu (SEVILLA ez al., 2008) et l'intensité de I'irradiation

lumineuse (TONK ez a/., 2005 ) influent sur la transcription de
certains génes impliqués dans la production de MC et donc sur
la quantité de toxines produites. En définitive, le patrimoine
génétique constitue la base primordiale de la toxinogenése
qui serait régulée en réponse aux facteurs environnementaux

(KURMAYER et CHRISTIANSEN, 2009).

2.1.2 Eau traitée

Dans l'eau traitée, les valeurs sont conformes a la Norme
Marocaine d’eau potable homologuée NM 03.7.001 avec la
somme des rapports : ((NOs)/SO +(NO,)/3) ne dépassant pas 1
et une teneur de 0,1 mgeL'" de NO, qui est respectée au départ
des installations de traitement. Les teneurs en chlore résiduel
de l'ordre de 0,7 mgeL" 4 la production sont conformes aux
normes comprises entre 0,5 4 1,0 mgeL". Les valeurs du pH
sont inférieures a 8. Cette condition est nécessaire pour que la
désinfection de I'eau par le chlore soit efficace.

2.2 Identification des genres de cyanobactéries

2.2.1 Eau brute

La recherche de cyanobactéries, dans les prélevements fixés,
a révélé leur présence dans 'eau brute de la retenue de barrage
SMBA. Lidentification sommaire, au genre, a permis de mettre
en évidence la présence des genres suivants : Aphanizomen,
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Spirulina, Lyngbia, Anabena, Oscillatoria, Microcystis et
Chroococcus. La prévalence des cyanobactéries est plus
importante en fin d’été et début automne. Les cyanobactéries
commencent a étre détectées a la fin du mois de juin et leur
nombre augmente progressivement pendant les mois de juillet,
aolt et septembre pour atteindre un pic maximum en octobre.
Parmi les genres identifiés, Oscillatoria et Microcystis sont
considérés par HAIDER et al. (2003) comme les plus toxiques
et aussi producteurs de MC. Ces dernieres, lorsqu’elles sont
relarguées dans I'eau, présentent un danger réel pour la santé
publique a travers I'eau de boisson si la toxine nest pas éliminée
en amont par le procédé de traitement (HAIDER ez al., 2003).
En effet, dans le présent travail, des teneurs variables en MC
ont été déterminées dans tous les échantillons analysés d’eau
brute ol ces genres toxiques ont été identifiés. La détection
de MC-LR, associée a la prolifération du genre Microcystis, a
été aussi signalée dans de nombreux pays (FROMME ez 4/,
2000; VEZIE et al., 1996; WATANABE et OISHI, 1985).
En revanche, nous avons identifié un genre non toxique,
Chroococcus. Ce dernier, bien qu’il ne présente pas de risque
majeur a la santé, peut toutefois causer des problemes au niveau

des systemes de filtration de 'eau (LAVOIE ez 4l., 2007).

2.2.2 Eau traitée

La non-détection de microalgues dans les échantillons d’eau
traitée est liée probablement a leur prélévement non réalisé a
I'aide de filets & planctons qui permettraient leur concentration
ou probablement leur dilution dans la masse d’eau ou encore a
leur absence effective du réservoir de stockage. Cette derniere
éventualité est en relation probablement avec le processus
de traitement. Or, la filiere de traitement des eaux brutes de
retenue de barrage SMBA utilise un procédé basé sur une
coagulation au sulfate d’aluminium (Alun) avec ajustement
du pH, une sédimentation et une filtration sur sable avec
préchloration et postchloration. D’aprés HART ez al. (1997),
le procédé de traitement classique élimine efficacement les
cellules cyanobactériennes.

2.3 Quantification des microcystines : Test d’inhibition de PP2A

La courbe d’étalonnage de [linhibition de [lactivité
enzymatique de la protéine phosphatase type 2A a été obtenue
pour différentes concentrations de MC-LR (Figure 2). Nous
avons travaillé avec la gamme de concentration de MC-LR
allant de 100 ngeL' & 600 ngeL", ce qui correspond a des
concentrations dans les puits de 50 pgemL* 4 300 pgemL™".
La courbe d’étalonnage est trés pointue, pour un dosage
fiable, l'inhibition de l'activité de PP2A doit étre 50 % pour
se situer dans le domaine linéaire de la courbe (Figure 2).
Les concentrations moyennes permettant linhibition de
50 % de l'activité enzymatique obtenues (CI,)) correspond
a 236 ngeL"'. La limite de détection de la technique est de
100 ngeL" pour les standards et est ramenée a 1 ngeL"! pour les

extraits des échantillons préalablement préconcentrés avec un
facteur de 100. Cette technique, qui ne permettait initialement
de détecter qu'une concentration de microcystines de I'ordre
de 0,1 pgeL”, a été améliorée par une préconcentration au
préalable de I'échantillon (LAMBERT ez al., 1994). Ceci a
augmenté sa sensibilité comparée avec celles obtenues par
d’autres techniques comme le test souris et la méthode du test
immuno-enzymatique (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay), a antiticorps polyclonaux (CHU ez al., 1990; NAGATA
et al., 1995).

2.3.1 Eau brute

2.3.1.1  Microcystine extracellulaire

La figure 3 représente la concentration en microcystines
dissoutes dans I'eau brute dont les teneurs varient de 4 ngeL" en
mars 2006 a un maximum de 1,1 pgeL" enregistré en octobre
2006. 1l sagit cependant des concentrations extracellulaires
qui ne représentent qu'une proportion du potentiel toxique
et sont cependant corroborées par les analyses effectuées pour
déterminer les concentrations intracellulaires de microcystines.
Ce résultat est en accord avec celui publié par FROMME ez
al. (2000) avec une concentration de microcystines libres dans
I'eau de l'ordre 0,3 2 12 % de I'ensemble de MC synthétisée par
les cyanobactéries.

2.3.1.2

Microcystine intracellulaire

Lanalyse du potentiel toxique de la fraction intracellulaire
de I'eau brute (Figure 3) montre des teneurs de 0,05 pgeL" en
mars 2006 a 2,53 pgeL" en octobre de la méme année. Cette
valeur dépasse de loin la limite de 1 pgeL! recommandée par
OMS (1998). Ce potentiel ne se manifesterait toutefois qu’a
la suite d’une mortalité massive et brusque des cyanobactéries,
par exemple, consécutive & lutilisation d’algicides
(CARMICHAEL, 1992; JONES et ORR, 1994). La libération
des toxines intracellulaires dans I'eau peut aussi découler de la
présence de phénomenes biologiques particuliers.

2.3.2 Eau traitée

2.3.2.1  Microcystine intracellulaire

. b > . o a) . ’ .
Quoi quaucune cellule n'ait été identifiée au niveau des
caux traitées, le potentiel toxique intracellulaire, a été détecté
avec un pic au mois d’octobre dont le maximum est de

319 ngeL", voir (Figure 3).

2.3.2.2
2.3.2.2.1

Microcystine extracellulaire

A Tentrée du réservoir de stockage

Les résultats montrent que les microcystines dissoutes
sont présentes dans tous les échantillons d’eau traitée, prélevés
a lentrée du réservoir de stockage, pendant la période été-
automne de 2006 a 2008 et leurs taux en microcystines
dissoutes n'excedent pas 0,075 pg équivalents MC-LReL!
(Figure 4). Ces valeurs, bien que positives, sont tres inférieures
au seuil recommandé par I'Organisation Mondiale de Santé,
qui est de 1 pg équivalent de MC-LReL" d’eau et sont
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Figure 2. Courbe d’étalonnage du % de la PP2A en fonction de la concentration de
Microcystine-LR (ngeL?).
Calibration curve of the % of PP2A according to the concentration of
Microcystin-LR (ngeL").
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Figure 3. Variation temporelle de la concentration de microcystines dissoutes et intracellulaires
dans I'eau brute et traitée par rapport au seuil recommandé par ’OMS.
Temporal variation of the dissolved and intracellular microcystins concentrations in raw
and treated water in comparison with the threshold recommended by the WHO.
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Figure 4. Variation temporelle de la concentration de microcystines dissoutes dans 'eau traitée a

Pentrée et a la sortie du réservoir du stockage.
Temporal variation of dissolved microcystin concentrations in treated water at the entrance

and exit of the storage reservoir.

nettement inférieures a celles des eaux brutes, pour la méme
période. La diminution de la concentration en MC dissoute est
liée probablement au traitement classique appliqué a ces eaux
associé a une préchloration et une postchloration.

Plusieurs études ont montré que la transformation des
MC pourrait donc étre @ priori une conséquence positive
de la chloration (BROOKE et al., 2006; GIJSBERTSEN-
ABRAHAMSE et al., 2006; HUANG ez al., 2007) et pourrait
cependant étre a lorigine de la formation de nouveaux
sous-produits de la MC, qui pourraient tout autant s'avérer
inoffensifs que toxiques (MEREL ezal., 2009). La préchloration
appliquéeal’eau non traitée, contenant des matieres organiques/
inorganiques oxydables, génére la formation de sous-produits
chlorés (ZIDANE ez al., 2010) et réduit la dose disponible
pour 'élimination efficace des microcystines (EDWARDS e
al., 1991).

2.3.2.2.2  Alasortie du réservoir de stockage

Les teneurs en MC dissoute dans les eaux traitées destinées
a la consommation varient de non détectables au seuil de
détection 1 ngeL! pour atteindre un maximum de 22 ngeL",
en octobre 20006, trés en dessous des normes. Lanalyse de ces
résultats montre qu'un bref séjour au niveau du réservoir de
stockage permet une diminution des concentrations en MC par
rapport a celles enregistrées a Uentrée du réservoir (Figure 4),
et est en relation probablement avec l'effet de la chloration

appliquée a ces eaux depuis la station de traitement jusqu'au
consommateur.

3. CONCLUSION

Dans la présente étude, un état des lieux concernant
analyse des microcystines, a été établi aussi bien au niveau
des eaux brutes de la retenue de barrage SMBA qu’au niveau
des eaux traitées du réservoir Tit Mellil alimenté par les eaux
de la retenue. La connaissance des caractéristiques physico-
chimiques de ces eaux s'avere une information pertinente pour
une meilleure évaluation du risque pouvant découler de la
présence de MC dans 'eau.

En effet, le diagnostic des eaux brutes par leur caractérisation
globale montre des taux respectant les normes avec des criteres
qui tendent vers l'eutrophisation, constituant ainsi un état
favorable  la prolifération des cyanobactéries. Or, 'observation
au microscope a permis d’identifier plusieurs genres de
cyanobactéries potentiellement toxiques et producteurs de MC.
Ces dernieres, lorsqu’elles sont relarguées dans I'eau, présentent
un danger réel pour la santé publique 4 travers 'eau de boisson
si la toxine n'est pas éliminée en amont par un processus du
traitement (HAIDER ez al., 2003). Labsence de cyanobactéries
dans les échantillons d’eau traitée est due probablement a la
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nature du traitement appliqué a ces eaux, associant chloration,
floculation, sédimentation, et filtration.

Lévaluation parle testala PP2A dela teneur de MC dissoute
au niveau des eaux brutes de la retenue de barrage SMBA révele
la présence de la toxine dans tous les échantillons testés avec une
limite de détection de 1 ngeL'. Les concentrations trouvées
varient de quelques nanogrammes enregistrées au début d’été
au cours des mois de juin et juillet avec une augmentation
progressive pour atteindre un pic en octobre dont le taux
maximal correspond a 1,1 pg.L-1 en 2006. 1l s'agit cependant
de concentrations extracellulaires qui ne représentent qu'une
proportion du potentiel toxique et sont cependant corroborées
par les analyses effectuées pour déterminer les concentrations
intracellulaires de microcystines. Lanalyse du potentiel toxique
de la fraction intracellulaire de ’eau brute montre des teneurs,
qui varient de 0,05 pgeL" en mars 2006 a 2,53 pgeL! en
octobre de la méme année, dépassant de loin la limite de
1 pgeL"! recommandée par TOMS. Ce potentiel toxique ne se
manifesterait toutefois qu’a la suite d’'une mortalité massive et
brusque des cyanobactéries. Quoique les teneurs en MC dans
les eaux brutes soient élevées, les taux sont nettement diminués
aprés traitement pour la méme période.

La valeur maximale de MC dissoutes, enregistrée au niveau
des eaux traitées a l'entrée du réservoir de stockage, est de
0,075 pgeL’!, marque la présence des MC tout en étant en
dessous des normes recommandées par TOMS. A la sortie du
réservoir de stockage, les analyses montrent des taux tres faibles
qui varient de I'indétectable 4 un maximum de 0,022 pgeL™.

La présence donc d’un faible taux résiduel de MC dans
les échantillons d’eau traitée est associée probablement a la
chloration appliquée a ces eaux depuis la station de traitement
jusquau consommateur. La transformation des cyanotoxines
pourrait donc étre a priori une conséquence positive de la
chloration, comme en témoignent plusieurs publications
(BROOKE ez al, 2006; GIJSBERTSEN-ABRAHAMS ez
al., 2006; HUANG ez al., 2007) et pourrait cependant étre a
lorigine de la formation de nouveaux sous-produits de la MC,
qui pourraient tout autant savérer inoffensifs que toxiques

(MEREL ez al., 2009).

En revanche, la préchloration appliquée a I'eau non traitée,
contenant des matieres organiques/inorganiques oxydables,
génere la formation de sous-produits chlorés (ZIDANE ez
al., 2010), ce qui pourrait réduire la dose disponible pour
I'élimination efhicace des microcystines.

Or, avant de conclure au bénéfice de la chloration pour
Iélimination des MC, les produits issus de la réaction doivent
étre caractérisés au niveau du réservoir de stockage d’eau
potable destinée a la consommation humaine.
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