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Introduction Générale

L'histoire des sciences pharmaceutiques est une réussite impressionnante. Les produits de
I'industrie pharmaceutique sont présents partout dans la vie de tous les jours. Ils sont utilisés en
raison de leur activité biologique plus ou moins spécifique. Pendant longtemps, la production
de produits chimiques et des produits pharmaceutiques ainsi que leurs utilisations et leurs
applications ont provoqué une forte pollution de I'environnement et de graves effets sur la santé
[1].

Le probléeme de la pollution par les produits pharmaceutiques et leur présence dans le milieu
aquatique a suscité des préoccupations croissantes au cours des derniéres années. De nombreux
composés pharmaceutiques ne sont pas completement éliminés lors du traitement des eaux
usées municipales, de sorte qu'ils sont rejetés dans l'environnement avec les effluents traités.
Par conséquent, les composés pharmaceutiques se trouvent dans les effluents d'eaux usées, les
eaux de surface, les eaux souterraines et méme dans les eaux potables [2].

Etant donné que les procédés conventionnels de traitement des eaux usées se sont révélés
inefficaces pour la dégradation des produits pharmaceutiques récalcitrants, la mise en ceuvre de
technologies de bioremédiation avancées, rentables et respectueuses de l'environnement pour
réduire au minimum la contamination de I'eau est devenue le centre d'intérét principal [3].
Plusieurs stratégies avancées de bioremédiation ont été mises a I'essai au cours des dernieres
années. Parmi celles-ci, la bioaugmentation (ajout de cultures de départ) et la biostimulation
(ajout de nutriments) ont été considérées comme des approches pertinentes [4;5]. La
bioremédiation utilise le métabolisme microbien en présence de conditions environnementales
optimales et d'une quantité suffisante de nutriments pour décomposer les contaminants. La
biostimulation consiste a modifier I'environnement pour stimuler les bactéries existantes
capables de bioremédiation. Cela peut se faire par lI'ajout de diverses formes d'éléments nutritifs
et d'accepteurs d'électrons, comme le phosphore, l'azote, I'oxygene ou le carbone, mais en
quantités suffisamment faibles pour limiter I'activité microbienne. Depuis les années 1970, la
bioaugmentation, ou l'ajout de micro-organismes dégradant les composés organiques pour
compléter les populations déja existantes dans I’environnement, a été proposée comme stratégie
alternative pour la bioremédiation des milieux contaminés [6].

La premiere étape pour réaliser une bioremédiation est I'isolement et le criblage de micro-
organismes polyvalents avec des capacités spéciales d'élimination des polluants cibles, capables
de s'adapter aux conditions voulus et de résister a la concurrence. Malgré la nature récalcitrante

des composés pharmaceutiques, plusieurs travaux ont été récemment rapportés sur la
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Introduction Générale

dégradation biologique des antibiotiques tels que I’amoxicilline par des champignons
Microcystis aeruginosa (Y. Liu et al) 2015 [7], la sulfamethazine et la sulfaméthoxazole par une
microalgue Scenedesmus obliquus (J.-Q. Xiong et al) en 2019 [8], de la tétracycline par des
bactéries Pandoraea sp. XY-2(Wu et al) en 2019 [9], de I’acébutolol, de I'acétaminophéne, de
la caféine, du propranolol et de lI'acébutolol (A.Y.-C. Lin et al) en 2010 [10].

Le phénol, produit largement utilisé dans de nombreuses industries, se retrouve aussi dans les
effluents liquides. C’est donc le substrat le plus étudié que ce soit par les méthodes de traitement
physico chimiques classiques ou biologiques. En le phénol constitue une source de carbone
appropriée pour beaucoup de microorganismes comme le candida tropicalis ATCC 750 (Natan
et al) en 2019 ou les archées halophiles (E. Acikgoz et B. Ozcan 2016) [11 ; 12].

L’objectif de ce mémoire est la mise en ceuvre d’un procédé de biodégradation de composes
organiques et médicamenteux tels que 1’amoxicilline, la tétracycline, la sulfamethazine,
I’acébutolol et le phénol par un consortium bactérien isolé d’une station d’épuration d’eau. Dans
la partie théorique, des généralités sont abordés sur la bio encapsulation des bactéries dans des
matrices minérales synthétisées par la technologie sol-gel, la biodégradation des antibiotiques,
la modélisation de la cinétique bactérienne. Dans le chapitre ‘Matériels et Méthodes’, ont été
présentés les procédures expérimentales mettant en ceuvre les bactéries et les techniques
d’analyse utilisées pour 1’analyse des échantillons. Le dernier chapitre est consacré a la
présentation des résultats des essais ainsi que leurs interprétations a la lumiére de la
bibliographie. Une conclusion rassemble les résultats les plus importants obtenus et les

perspectives de travail futur a réaliser afin de vérifier certains résultats et compléter les essais.




- ﬂhanitl‘e i: _ I
Blﬂ-encansulation par volie Sﬂl !le

gt la Synthése du sel doxvnydroxyde (g



Chapitre | Bio-encapsulation par voie sol gel et la Syntheése du gel d’oxyhydroxyde de fer 111

La particularité de certaines biomolécules, présentant une activité catalytique importante et/ou
une reconnaissance spécifique de certaines substances, a offert des perspectives intéressantes
pour la réalisation de bioréacteurs ou de biocapteurs. Dans le souci d’élaborer des systemes
facilement mis en forme et présentant une stabilité chimique et physique a long terme
importante, les biotechnologies se sont basées sur le greffage ou I’immobilisation de
biomolécules dans des matrices solides. Dans un premier temps et pour des raisons de
biocompatibilité évidentes, les matériaux utilisés pour I’encapsulation d’espéces biologiques
sont des polymeres bio-organiques. Il s’est averé que ’extraction de ces molécules de leur
environnement naturel non seulement a un co(t non négligeable mais aussi défavorise leur
activité chimique du fait de leur fragilité et des dégradations précoces causées par des agents
extérieurs. C’est ainsi que I’encapsulation de microorganismes (bactéries, levure...) est
devenue une alternative intéressante & I’immobilisation de biomolécules. En effet,
I’encapsulation cellulaire offre la possibilité d’utiliser les propriétés des biomolécules en les

maintenant dans leur environnement naturel.

I.1. Encapsulation de biomolécules dans des matrices minéerales par voie sol

gel
En 1996, J.livage a publié dans une revue le premier article de synthése sur les bio- applications
de la chimie sol gel qui regroupe les principales réalisations dans I’encapsulation des enzymes,

des molécules immunitaires et des cellules entiéres.

A cette époque, la Bio-encapsulation était un domaine d’application émergent de la technologie
sol gel, initié par les groupes de G Carturan et D. Avenir. Environ 10ans plus tard,
I’immobilisation des biomolécules dans des matrices sol gel est devenue une méthode trés
populaire tant pour les études fondamentales de la réactivité enzymatique pour la conception
de biocapteurs et biocatalyseurs. Le développement de 1’encapsulation des micro-organismes a
été beaucoup plus lent. Mais des études récentes ont mis en lumiére les potentialités de cette
approche [13].

L'encapsulation peut étre définie comme un processus visant a piéger une substance dans une
autre substance, produisant ainsi des particules de quelques nanometres a quelques millimétres
de diametre. La substance qui est encapsulée peut étre appelée la matiére de base, lI'agent actif,
la matiéere de remplissage, la phase interne ou la phase de charge utile. La substance
‘encapsulante’ peut étre appelée revétement, membrane, enveloppe, matériau support, matériau

de paroi, phase externe ou matrice [14].

-,
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Une des principales conditions pour réussir une Bio-encapsulation est que I’entité biologique
conserve ses propriétés apres I’encapsulation. Les especes biologiques sont tres influencées par
leur environnement proche et leurs propriétés dépendent de plusieurs facteurs comme, la charge

de surface du matériau, la température et le pH de leur milieu.

La plupart des bio-encapsulations dans des matrices minérales a été réalisée dans des matrices
a base de silice. Toutefois quelques articles traitent de 1’encapsulation de molécules biologiques
dans des matériaux a base d’oxydes métalliques pour 1’¢élaboration de biocapteurs dans notre

cas I’oxyhydroxyde de fer 3.

La présence de particules de ferrihydrite semble favoriser la croissance des bactéries. Le milieu
de culture utilisé ici est dépourvu de cations de fer alors qu'on sait que cet élément est nécessaire
a la croissance de pratiqguement toutes les bactéries. Ainsi, l'ajout de ferrihydrite semble
compenser cette carence. Enfin, ces données suggerent que la perte de viabilité des bactéries
apres encapsulation n'est pas due a des interactions néfastes entre les cellules et les especes
colloidales [15].

Il est & noter que pour la synthese de ces matériaux a base d’oxydes métalliques, les conditions
de synthese sont assez drastiques car, soit elles utilisent comme précurseurs des alcoxydes, soit
elles S’effectuent en milieu non aqueux ou encore a des pH éloignés du pH neutre [16].

1.2. Encapsulation cellulaire dans des matrices minérales

Le premier exemple d’encapsulation de cellules a été réalisé il y a vingt ans par 1’équipe de
Giovanni Carturan a ’'université de Trente en Italie (Carturan et al. 1989). Aprés introduction
d’une suspension de cellules de levure (Saccharomyces cerevisiae) dans une solution de TEOS
(Tétraéthyl-orthosilane) en présence d’éthanol et d’eau a basse température, le mélange est
déposé par dip-coating sur une surface de verre. Non seulement la viabilit¢ de ces
microorganismes est préservée mais P’activité catalytique d’une enzyme intracellulaire est
maintenue pendant plus de six mois. Cependant ce procédé ne peut étre généralisé a d’autres
cellules étant donné la faculté des cellules choisies a survivre et maintenir leur activité en
présence d’alcool, celles-ci étant des levures couramment utilisées dans les processus de

fermentation par les brasseurs et les boulangers.

En 1997, Pope et al. ont décrit I’'immobilisation réussie de levures et de cellules animales dans
un gel formé a partir du TEOS (Pope et al. 1997). Les suspensions de cellules sont ajoutées

aprées élimination de I’alcool.
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Plus tard 1’équipe de G. Carturan a publié un nouveau procédé appelé Biosil qui est utilisé avec
succes pour I’encapsulation de cellules végétales et animales (Carturan et al. 2004). Une
suspension cellulaire est déposée sur la surface de polymeéres naturels (soie, gélatine, acide
alginique) et soumis a un flux de vapeur d’alcoxyde de silice volatile. L’hydrolyse de I’alcoxyde
se produit & la surface humide de la cellule alors que 1’alcool formé est éliminé par évaporation

a I’aide du flux de gaz.

Un dernier procédé appelé Biocer consiste en la synthése de biocéramiques a partir d’un
mélange d’une solution de colloides de silice, d’une poudre céramique et d’une suspension
cellulaire (Bdttcher et al. 2004). Le mélange est refroidi a -40 °C ce qui induit une

transformation irréversible de la suspension par la transition sol-gel

Les bactéries sont de trés loin les organismes vivants les plus étudiés dans le domaine de la Bio-
encapsulation. 1l y a plusieurs raisons expliquant cet intérét. Une premiere raison est que
plusieurs bactéries sont décrites comme étant silicifiées dans la nature. D’autre part, les
bactéries les plus communément utilisées en recherche microbiologique (Escherichia coli ou
Bacillus subtilis) sont considérées comme étant des bactéries résistantes et susceptibles de
supporter le stress di a 1’encapsulation. Et enfin, les outils génétiques de ces organismes sont
largement connus et peuvent donc étre utilisés pour 1’étude de 1’état physiologique des bacteries

encapsulées [16].

1.3. Le procédé sol-gel
Sol-gel est le processus par lequel un réseau est formé a partir d'une solution via un changement
progressif du ou des précurseurs liquides en un sol, puis en un gel et, dans la plupart des cas,

en un réseau sec [17].

1.3.1. Principes
Le principe du procédé sol-gel est a priori trés simple, il sapparente a celui qu'utilisent les

chimistes pour fabriquer un matériau polymere.

Le procédé sol-gel est généralement utilisé pour synthétiser des verres et des céramiques a
température ambiante ou modérée (Brinker, Scherer 1990) Il implique la formation de «sol» en
utilisant des précurseurs et des solvants adéquats et son évolution en « gel ».Un sol est une
suspension colloidale de particules en solution. Ces sols sont obtenus par 1’hydrolyse et la
condensation d’alcoxydes ou de sels métalliques en solution Ces particules étant de tres petite

taille (entre 2 nm et 200 nm) les forces gravitationnelles s’exergant sur elles sont considérées

-,
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comme étant négligeables Ainsi de tres faibles forces Si la condensation continue il se forme

des agrégats de particules. La viscosité du sol augmentant un gel se forme.

Un gel est défini comme la coexistence d’une phase liquide et d’une phase solide.
L’effondrement de la structure est empéché par la présence de la phase liquide. La phase solide
confere une stabilité structurale a la phase liquide évitant ainsi tout écoulement. Ces gels
peuvent étre séchés afin d’y extraire le solvant. Le séchage d’un gel a température ambiante
meéne a la formation d’un xérogel. Dans ce cas, I’évaporation du solvant conduit treés souvent a
un effondrement de la structure. Ce phénomeéne appelé « retrait » est di aux forces capillaires
apparaissant lors de I’extraction du solvant des pores (Smith et al. 1995). Un séchage par
Iyophilisation peut limiter cet effondrement de la structure. Le gel peut aussi étre séché par
séchage supercritique. Dans ce dernier cas le « retrait » est évité et ce type de séchage mene a

des aérogels.

Le procédé sol-gel utilise soit des alcoxydes métalliques ou des complexes organométalliques
soit des sels métalliques en milieu aqueux. Par la suite nous limiterons notre description du

procédé sol-gel & I’hydrolyse et la condensation de sels métalliques en solution [16].

1.3.2. Du sol au gel
Le devenir de ces particules polymérisées en solution aqueuse dépend de leurs tailles, de la
température et du pH de la solution. Plusieurs possibilités sont envisageables. Ces espéces

peuvent :

- condenser pour former un gel polymérique ;
- rester stablement dispersées en solution ;

- s’agréger pour former un gel particulaire ;

- continuer la condensation pour former des particules beaucoup plus grandes qui précipiteront

en solution.

Les particules d’oxyde métalliques de taille nanométrique présentent des propriétés physico-
chimiques de surface remarquables du fait de leur grande surface spécifique et du grand nombre
d’atomes de surface [16].
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1.3.3. Des procédés de mise en forme originaux, films et revétements sol-gel

La réalisation de verre massif par le procédé sol-gel est tres délicate. Les tensions internes qui
apparaissent lors du séchage entrainent la fissuration du matériau. Pour éviter ce phénomeéne, il
faut réaliser un traitement thermique extrémement lent, ajouter des additifs chimiques ou
réaliser un séchage hypercritique. Par contre, la viscosité du gel ou de la solution colloidale est
bien adaptée a la réalisation de dépdts sur des substrats de forme et de nature variée (verre,
céramique, métal, polymeére). C'est incontestablement dans ce domaine que les procédés sol-
gel ont trouvé leurs principales applications. Le procédé de dépét le plus utilisé est sans conteste
le trempage (dip-coating= revétement par trempage). Il consiste a plonger la piece a revétir
directement dans un bain d'alcoxyde. L'hydrolyse-condensation se fait ensuite spontanément a
I'air. Cette technique permet de réaliser en une seule opération des dépots sur les deux faces
d'un vitrage de plusieurs m2. Les principales applications des revétements sol-gel ont pour objet
de modifier les propriétés optiques des vitrages. Ce sont parfois de véritables nano-composites
[18].

1.3.4. Avantages et inconvénients du procédé sol-gel

Le procédé sol-gel permet d'élaborer des verres a basse température, sans passer par la fusion.
Un simple chauffage a quelques centaines de degrés permet d'obtenir un matériau tout a fait
comparable a un verre fondu. Bien que les précurseurs alcoxydes soient relativement colteux,
ce procédé pourrait étre particulierement avantageux lorsque le verre contient des éléments

volatils (B203) ou réfractaires (ZrO.).

La viscosité du systéeme augmente progressivement en fonction de I'avancement des réactions
de polymérisation. On passe ainsi par des étapes (sol ou gel) dont la viscosité est adaptée a des
opérations de mise en forme telles que le dépot de films minces (trempage, tournette), I'étirage
de fibres, voire méme le moulage de formes complexes. On peut ainsi mettre en forme le verre

directement a partir de la solution, sans passer par la fusion pateuse d'un mélange de poudres.

Les conditions dans lesquelles se fait la synthese du verre sont suffisamment douces pour que
I'on puisse la réaliser en présence de molécules organiques. On obtient ainsi des matériaux
totalement originaux, les hybrides organo-minéraux, veritables nano composites dans lesquels
les espéces minérales et organiques sont mélangées a I'échelle moléculaire. Ces matériaux

hybrides couvrent toute la gamme allant du verre fragile et cassant au polymere plastique.

Deux obstacles viennent cependant freiner le développement des procedés sol-gel; le prix des

précurseurs alcoxydes et les problemes liés a la manipulation de grandes quantités de solvants
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organiques auxquels l'industrie verriere n'est guére habituée. Les procédés sol-gel ne sont
évidemment pas competitifs pour la production de forts tonnages de verre. Un kilogramme de
verre "sol-gel" revient au moins cent fois plus cher que le méme verre fait par "fusion-coulée".
Par contre, ils peuvent trouver des créneaux intéressants pour la fabrication de produits a forte
valeur ajoutée. La plupart des développements industriels concernent aujourd'hui le dép6t de

revétements et I'élaboration de verres organo-minéraux [18].

I.4. Synthése et caractérisations de la matrice d’oxyhydroxyde de fer (I11)
Nous nous sommes intéressés a la synthese d’oxyhydroxyde de fer pour différentes raisons
ayant un lien avec sa biocompatibilité, la variété des oxydes accessibles et les propriétés

magnétiques de ces matériaux.

Le fer est le quatrieme élément chimique de numéro atomique 26, de symbole Fe et le deuxieme
métal le plus abondant a la surface de la terre. Du fait de cette abondance, cet élément est présent
dans différents domaines comme la métallurgie, les pigments colorés, les matériaux
magnétiques, la catalyse... Le fer est aussi important de par sa présence dans les sols et les eaux
naturelles sous forme de complexes ou de colloides. Il joue un rdle biologique majeur dans le
transport de 1’oxygéne par I’hémoglobine. Il intervient aussi dans divers processus de bio
minéralisation, en tant que matériaux de structure pour assurer la dureté des radulas (langue
munie de nombreuses dents, formant une rape, que l'on trouve chez les mollusques
gastéropodes.), comme matériaux magnétiques chez les bactéries magnétotactiques, et aussi
pour le contrdle de la concentration en fer dans I’organisme par les ferritines. Les ferritines sont
des protéines présentes dans la plupart des organismes vivants. Elles constituent une famille de
protéines dont le r6le est de stocker le fer sous forme minérale (ferrihydrite), non toxique et bio

disponible

Par ailleurs, il est connu que les gels d’oxyhydroxyde de fer sont d’excellents capteurs de
molécules et d’ions métallique .Leurs propriétés magnétiques présentent un grand intérét pour

la depollution des eaux usées.

Dans 1’optique d’élaborer des biomatériaux multifonctionnels, la possibilité d’associer les
propriétés des oxydes de fer a celles des systemes biologiques fait de ces oxydes, des matériaux

de choix pour I’encapsulation [16].

-
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1.5. Synthése des particules d’oxyhydroxyde de fer (I111) et obtention du gel

La synthése des particules d’oxyhydroxyde de fer peut étre réalisée par alcalinisation d’une
solution de chlorure ferrique (0.05M) par une solution d’hydroxyde de sodium (1M). Le pH
final est égal & 8. Des lavages successifs permettent 1’élimination des ions chlorure de la
suspension colloidale. Cette étape est contrdlée par ajout de nitrate d’argent (AgNO3) dans les
eaux de lavages (sous nageant). Le gel est obtenu par ajout de la solution tampon phosphate
dans la suspension colloidale. Le gel, de couleur marron, se forme immédiatement. Le détail de

la synthese est présenté dans la partie expérimentale [16].
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Les médicaments jouent un rdle prépondérant dans la hausse de qualité et de I'espérance de vie
des populations. Chaque année, des milliers de tonnes de produits pharmaceutiques sont utilisés
en médecine humaine et vétérinaire pour traiter des symptomes, des maladies, des infections
bactériennes et stimuler la croissance d'élevage agricoles et aquatiques. L’ utilisation croissante
des antibiotiques dans I'élevage intensif tels que la tétracycline, Acébutolol.... engendrent des
apports continuels dans I’environnement. Ces antibiotiques peuvent occasionner des impacts et
des effets nocifs chez des organismes terrestres et aquatiques. La plupart des composes ne sont
pas biodégradables et ne sont donc pas éliminés dans les filiéres classiques de traitement des
eaux. Ces substances dites bio-récalcitrantes se retrouvent dans 1’environnement et peuvent
ainsi contaminer les organismes vivants. La présence de ces polluants émergents dans
I’environnement constitue un sujet de préoccupation majeure de ces dernieres années en raison

des perturbations importantes constatées sur la faune et la flore [19].

I1.1. La pollution par les produits pharmaceutiques

Apres usage, les produits pharmaceutiques sont excréteés sous leur forme native ou sous forme
de métabolites et peuvent accéder aux systéemes aquatiques par différentes voies. Ce sont les
eaux usées municipales qui constituent la source principale de contamination de
I’environnement par les médicaments a usage humain. Les effluents des hoépitaux et de
I’industrie pharmaceutique, ainsi que les lixiviats de décharge des centres d’enfouissement
représentent aussi une source non négligeable. Ces produits pharmaceutiques sont plus ou
moins éliminés par les stations de traitement de I’eau et se retrouvent dans les rivieres, les lacs,
les estuaires, voire plus rarement dans les eaux souterraines et 1’eau potable. L’épandage de
boues d'épuration contaminées peut également entrainer la pollution des sols et des eaux de
surface par ruissellement. En outre, les produits pharmaceutiques a usage vétérinaire peuvent
entrer dans les systemes aquatiques a travers 1’utilisation de fumier dans les champs, mais aussi
directement en aquaculture. Les risques pour 1’environnement ne sont pas forcément liés aux
volumes de produits pharmaceutiques utilisés, mais a leur persistance et leur activité biologique
critique (toxiciteé élevee, possibilité d’effets sur les fonctions biologiques majeures, comme la
reproduction) [20].

Les produits pharmaceutiques et les produits de soins personnels (PPSP) suscitent de vives

inquiétudes en raison de leur fréquence, de leur toxicité potentielle pour les milieux aqueux et
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des risques qu'ils présentent pour la santé humaine. Méme si les concentrations rejetées sont
géneralement faibles (de I'ordre de ng/L a g/L), leur impact potentiel sur la santé humaine ne
peut étre négligé, en particulier pour les substances couramment utilisées qui peuvent
s'accumuler dans les tissus humains. Les concentrations a I'état de traces de PPSP et de leurs
métabolites sont omniprésentes et ont été trouvées dans des sources aussi diverses que l'eau
potable, les effluents des usines de traitement des eaux usées et méme les eaux de surface.
Plusieurs études ont rapporté que la faible efficacité d'élimination des PPSP dans les procédés

de traitement conventionnels entraine inévitablement leur rejet dans les milieux aqueux [21].

11.2. C’est quoi un antibiotique ?

Les antibiotiques sont des molécules possédant la propriété de tuer (bactéricide) ou de limiter
la propagation (bactériostatique) des microorganismes [22]. Ils sont des molécules
biologiquement actives et persistantes. Les antibiotiques sont utilisés en grandes quantités en
élevage surtout en action préventive et curative [19]. Les antibiotiques occupent une place
importante en raison des grandes quantités consommeées en médecine humaine et vétérinaire
[20].

11.2.1. Les antibiotiques

Parmi les nombreuses substances toxiques rejetées par I’industrie pharmaceutique, les rejets
d’antibiotiques sont particulierement préoccupants [19]. Les antibiotiques sont des substances
anti microbiennes ayant une activité sélective et non toxique pour I’héte. lls sont utilisés dans
le traitement de la majorité des infections grace au site d’action bien définies ainsi que son

mécanisme precis.

Il existe plus de 10000 molécules d’antibiotiques mais seulement une centaine sont efficaces et
utilisables pour les applications thérapeutiques, le reste sont toxique, instable ou ont une
biodisponibilité insuffisant chez ’homme [23]. Les temps de résidence des médicaments dans

I’environnement varient en fonction de leurs propriétés physicochimiques [19].

Les antibiotiques occupent une place importante en raison des grandes quantités consommées
en médecine humaine et vétérinaire. Bien que la quantité de ces produits rejetée dans
I’environnement soit faible, leur accumulation constitue un risque potentiel pour les organismes
aquatiques et terrestres a long terme. La présence des antibiotiques a usage humain et
vétérinaire dans 1’écosystéme aquatique est devenue un probléme écologique sérieux. En effet,

ces substances résistent aux traitements des stations d’épuration, ce qui engendre leur
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introduction et accumulation dans 1’environnement. De plus, la contamination des eaux par les
antibiotiques peut inhiber I’activit¢é des communautés bactériennes fonctionnelles et/ou
produire des microorganismes résistants, causant de sérieux problémes pour la santé publique,

a savoir des difficultés au déséquilibre des écosystémes microbiens [23].

Figure 11.1 : Les antibiotiques [24].

Les antibiotiques sont classés en familles en fonction de leurs origines, de leur nature chimique,
de leur mode d’action [20]. Dans ce qui suit, on définira les antibiotiques que 1’on a utilisé dans
la partie expérimentale et qui sont la Sulfamethazine, 1’Amoxicilline, la Tétracycline, et
I'Acébutolol. Le choix de ces produits est dicté par le fait qu’ils soient parmi les médicaments

les plus consommés, et aussi par la facilité de suivi par simple analyse par spectrophotométrie.

11.2.1.1.La Sulfamethazine
La sulfamethazine(SMT) est un antibiotique de la famille des sulfonamid hétérocycliques, qui
est largement utilisée en médecine, et en application vétérinaire comme médicament

antibactérien dans les préparations pharmaceutiques [25].
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Figure 11.2 : Sulfamethazine en poudre et sa structure chimique [26].

11.2.1.2. PAmoxicilline

L’ Amoxicilline (AMX) est un antibiotique de la famille B-lacatmines de groupe des
pénicillines, il est fréquemment utilisé en médecine, qui agit contre de multiples infections
bactériennes en raison de son large spectre d’activité antimicrobienne et sa faible toxicité [27].
Il possede trois groupements ionisables : groupement acide carboxylique COOH, groupement
hydroxyle OH et le groupement amine [20].

Amoxicillne.

Figure 11.3: Amoxicilline en poudre et sa structure chimique [28].

11.2.1.3. ’Acébutolol

L'acébutolol (AC) est la substance active d'un médicament béta-bloquant (Un béta-bloquant est
un médicament utilisé en cardiologie qui bloque I'action des médiateurs du systeme
adrénergique tels que l'adrénaline). Utilise comme antihypertenseur. Il est administré sous

forme de chlorhydrate d'acébutolol [29].
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Figure 11.4 : L’acébutolol et sa structure chimique [29].

11.2.1.4.Tétracycline

La tétracycline (TC) est un antibiotique bactériostatique de la classe des cyclines (ou
tétracyclines), produit par une bactérie du genre Streptomyces. Elle est indiquée contre nombre
d'infections bactériennes a Gram positif, Gram négatif et anaérobies, mais aussi contre certains
autres micro-organismes : Chlamydia, Mycoplasma et Rickettsia. On l'utilise également pour

produire de nombreux dérivés semi-synthétiques de la classe des tétracyclines [24].

Les tétracyclines sont utilisées en thérapie dans la médecine humaine et vétérinaire et comme
additif alimentaire dans le secteur agricole, en raison de leur co(t et leur grande activité
antimicrobienne. On distingue 4 molécules principales de la tétracycline la chlorotétracycline

(CTC), la tétracycline (TC), I’oxytétracycline (OTC) et la doxycycline (DC).

3 "E
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Figure 11.5 : La tétracycline et sa structure chimique.
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Tableau I1 .1 : Propriétés physico-chimiques de la SMT, AMX, TC, AC [20 ; 30].
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Molécule Formule brute | Masse molaire | Solubilité (eau)
Sulfamethazine(SMT) | C12H14N4O> 278.33 g/mol 1.50/L
Amoxicilline (AMX) | C16H18N3NaOsS | 387.4 g/mol 3.430g/L
Acébutolol (AC) C18H28N204 336,4259 g/mol | 0,220g /L
Tétracyclines(TC) C22 H24 N2 Og 444.43g/mol 2.31g/L

11.3. Le phénol

Le phénol est un monohydroxyde dérivé de benzéne, parfois connu en tant qu'acide
carboxylique. Le composé a une formule brute de C6H50H, et un poids moléculaire de
94,11g/mol. La structure moléculaire du phénol comporte un groupe hydroxyle-OH lié a un

atome de carbone d’un cycle aromatique (figure 6) [31].

Le phénol pur est un solide incolore cristallisé a la température ambiante. Il est hygroscopique

et a une odeur acre et douceatre [32].

OH

Figure 11.6: Structure de la molécule de phénol [31].
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11.3.1. Propriétés physiques et chimiques du phénol

11.3.1.1. Propriétés physiques

Le phénol est partiellement soluble dans I’eau jusqu’a une température de 68°C. Au-dela de
cette température, il est entierement soluble dans I’eau, et il est facilement soluble dans la
plupart des solvants organiques comme les hydrocarbures aromatiques, les alcools, les cétones,
les acides et les hydrocarbures halogénés. D’autres propriétés physiques du phénol sont

rassemblées dans le tableau (11-2) [32].

Tableau I1.2: propriétés physiques du phénol [32].

Masse moléculaire 94 g/mol

Point d’ébullition 182°C

Point de fusion 41°C

Masse spécifique a 50°C 1050 Kg/m3
Densité des vapeurs (air=1) 3,24

Coefficient de dilatation thermique

volumique a 50°C 0,00088 ml/g K
Pression de vapeur a20°C : 0,2mbar

a58°C : 5mbar
a69°C : 10mbar
Point “éclair 79°C

Limites d’explosion dans I’air 1,3-9,5 vol %

Température d’auto inflammation dans | 715°C

’air sous latm

11.3.1.2. Propriétés chimiques

Le phénol est un produit stable dans des circonstances normales. Il n’y a pas de risque de
polymérisation dangereuse. Cependant, il existe des substances avec lesquelles des réactions
violentes peuvent étre initiées. Le phénol n’est pas compatible avec le nitrobenzene, le chlorure
d’aluminium, le brome, I’hypochlorite de calcium, le formol, le nitrite de sodium, le nitrate de

sodium. A chaud, le phénol liquide attaque 1’aluminium, le magnésium, le plomb et le zinc [32].
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11.4. Généralités sur la biodégradation
Il est important de réserver le terme bio a des processus de dégradation qui mettent en jeu des

organismes vivants par I’intervention de différentes enzymes qui provoquent la dégradation
[33].

La biodégradabilité peut s’effectuer dans différents milieux (sol, eau, milieu de compostage ou
de décharge), un consensus s’est dégagé autour de la notion d’impact sur 1’environnement.
C’est ainsi que La biodégradation est définie comme étant une défragmentation du matériau,
par 1’action de micro-organismes ce qui engendre une perte de propriétés mécaniques et des
modifications chimiques de la structure du matériau. Au dernier stade de décomposition, le
matériau se convertit en biomasse nouvelle et éventuellement un résidu non toxique pour

[’homme et 1’environnement.

La biodégradation est donc une dégradation catalysée par des micro-organismes. Suivant le
milieu environnant dans lequel cette opération est réalisée, la biodégradation peut étre aérobie

(en présence d’oxygéne) ou anaérobie (en absence d’oxygéne) [34].

La dégradation microbienne est I'un des processus importants qui déterminent le devenir des
produits chimiques anthropiques dans I'environnement, et parmi eux les produits

pharmaceutiques.

11.4.1. Les modeles de biodégradation

Les modeles de biodégradation se regroupent en deux grandes catégories :

11.4.1.1. Qualitatifs
Les modeéles qualitatifs prédisent simplement si un produit chimique est biodégradable ou non,

principalement a l'aide de fragments structuraux [35].

11.4.1.2. Quantitatifs
Ces modéles prédisent le taux et parfois les voies de biodégradation des produits chimiques, en
utilisant principalement différentes méthodes structurales et physico-chimiques des produits

chimiques considéres [35].
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I1.5. Partie Microbiologie

11.5.1. Quelques définitions
Différentes techniques courantes de microbiologie ont été utilisées pour étudier nos
échantillons. Elles sont décrites, ici, succinctement afin de clarifier notre démarche

expérimentale.

11.5.1.1. La conservation
La conservation des bactéries s’effectue & 4°C dans un milieu enrichi en glycérol. A cette
température, les bactéries congelées n’ont pas d’activité metabolique. L’arrét de leur

métabolisme permet de les conserver pendant une tres longue période.

11.5.1.2. La préculture

La préculture permet la remise en culture de bactéries mises en conservation. Elle donne ainsi
acces a une charge en bactéries viables suffisante et nécessaire pour une mise en culture. Dans
nos études, cette préculture s'effectue dans un milieu « complet », c'est-a-dire apportant un
substrat énergétique, le NaCl nécessaire, et enrichi par des extraits de levures. Un pH de 7

permet une croissance bactérienne optimale.

11.5.1.3. La culture

La culture permet la croissance des bactéries. Elle s’effectue dans un milieu « complet » ou
«minimumsx» chimiquement défini contenant les éléments essentiels a son développement dont
nécessairement une source d’azote et de carbone. Ces milieux possédent des proprietés de

solutions tampons pour neutraliser les composeés acides produits par le métabolisme.

Ces milieux de culture que I’on peut dire de « riches » n’ont pas été utilisés comme milieu
réactionnel du procédé d’encapsulation (milieu ajouté aux suspensions colloidales

d’oxyhydroxyde de fer 111 pour former les gels).

La formation du gel a, en effet, été réalisée dans un tampon phosphate, donc sans sources

d’azote et de carbone, afin de limiter la division des bactéries en milieu trés confiné.

Afin d’adapter les bactéries a ce nouvel environnement, nous avons choisi d’utiliser un milieu
minimum phosphate pour la croissance d’un consortium de bactérie. Ce milieu a été réalisé en

ajoutant au tampon phosphate.
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11.5.1.4. La courbe de croissance

La réalisation des courbes de croissance nous a permis de déterminer le temps de culture
nécessaire a lI'obtention de bactéries dans I'état physiologique voulu. Le taux de croissance des
bactéries peut étre mesuré par turbidité, numération du nombre de bactéries cultivables.la

longueur maximale d’une suspension bactérienne est de 600 nm.
La courbe de croissance est classiquement caractérisée par quatre phases :

» Une phase de latence caractérisée par 1’adaptation physiologique des bactéries a leur
environnement, ici au nouveau milieu de culture.

» Une phase exponentielle qui est une phase de croissance ou toutes les bactéries sont
dans le méme état physiologique. Le milieu de culture leur apporte tout ce dont elles ont
besoin pour une croissance optimale.

» Une phase stationnaire caractérisée par différents états cellulaire au sein de la
population. En effet, dans ce nouveau milieu, les bactéries subissent un « stress »
important. Certaines bactéries s’adaptent plus rapidement a ce nouveau milieu et vont
survivre, les autres, trop « stressées » ne survivent pas et deviennent une source nutritive

pour les plus résistante.
Une phase de déclin, caractérisée par la mort cellulaire [16].
11.5.2. Approche microbiologique
11.5.2.1. Définition d’un micro-organisme

Les micro-organismes ou microbes sont des organismes vivants microscopiques, invisibles a
I'ceil nu, ils ne peuvent étre observés qu'a l'aide d'un microscope (bactéries, levures,

champignons et moisissures ...etc.)

11.5.2.2. Les différents types de microorganismes
La fermentation industrielle utilise trois principaux types de microorganismes:

e Leslevures
e Les Champignons et moisissures

e Les bactéries
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Les microorganismes qui nous intéressent sont les bactéries. Ces bactéries sont en effet tres
utilisées par les généticiens pour fabriquer des médicaments ou des vaccins, car elles ont
I’avantage d’avoir une croissance relativement rapide par rapport aux autres micro-
organismes. Ces bactéries sont utilisées notamment pour la production d’insuline, des vaccins
pédiatriques contre la méningite et la typhoide et de quelques virus. Donc, il est important de

produire des quantités de médicaments et de vaccins a 1’échelle industrielle.

11.5.2.3. Facteurs de croissance microbienne
11 est difficile de tenir compte de I’ensemble des facteurs qui peuvent influencer sur les
microorganismes. Les microorganismes se différencient selon les conditions nécessaires a

leurs croissances ainsi que leurs besoins en éléments nutritifs, dont les principaux sont :

> Eau : I'eau est indispensable aux microorganismes, car pour que la croissance de
ceux-ci soit effective. Il faut qu'un seuil d'humidité relative, exprimé par l'activité de
I'eau, soit atteint.

» Source d'énergie et carbone : les microorganismes organotrophes, qui représentent la
majorité des microorganismes utilisés industriellement, ont recours a la dégradation de
composés organiques pour leurs besoins énergétiques, tels que I’amidon, sucres,
glucose, ...etc. Les microorganismes photosynthétiques et la plupart des
chémolithotrophes sont capables d'utiliser directement le gaz carbonique de I’air pour
leurs besoins énergétiques.

» Azote : I’azote provient partiellement de substances organiques (protéines ou
minéraux).

» Oxygene : I'oxygene, vital pour beaucoup de microorganismes, peut parfois se révéler
toxique. En fait, il existe deux sortes de fermentation :

- Aérobie : ou les microorganismes ont besoin d’oxygene pour leur développement.
-Anaérobie : le besoin en oxygene n’est pas nécessaire pour le développement

(anaérobie facultatif), et peut étre inhibiteur (anaérobie strict).

» pH : la croissance de microorganismes exige une valeur optimale de pH. La plupart
des bactéries croissent en milieu neutre, alors que les champignons, levures et

bactéries lactiques préferent un milieu acide.
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» Température : selon la température optimale de croissance, on distingue entre
organismes: Psychrophiles : de 5 a 20°C, mésophiles : de 20 a 45°C et les
thermophiles : de 45 a 55°C [36].
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Chapitre 111 Cinétique et modelisation

Dans les réactions de biodégradation, les études cinétiques donnent une mesure de l'efficacité
du fonctionnement du systeme microbien. La connaissance de cette cinétique aidera a améliorer
le contrble du procédé et l'efficacité de I'élimination des substrats ciblés. La modélisation de
tout processus de biodégradation implique de relier le taux de croissance spécifique de la
biomasse au taux de consommation du substrat (contaminant). Les cinétiques de dégradation
(consommation) du substrat (nutriment) dépendent de la concentration du nutriment et des
parameétres environnementaux comme le pH, la température, produits inhibiteurs, etc. Si les
conditions  opératoires sont  maintenues  constantes, seule la  concentration
du substrat joue un réle dominant par rapport aux autres facteurs agissant sur la croissance.
Cependant, dans certains cas, on enregistre aussi une inhibition par le substrat lui-méme ou par

I’un (les) produits de la dégradation.

Dans la littérature, il est supposé que la biomasse admet un taux de croissance maximal comme
plusieurs étres vivants. Donc le taux de croissance n’est pas linéaire en fonction de la

concentration du substrat.

I11.1.Le modéle de Monod

Le modele de Monod, le plus ancien et également le plus connu, est utilisé pour rendre compte
de la croissance des micro-organismes. Il s'agissait, a ’origine, de modéliser cette croissance
dans un milieu non renouvelé, ce qui dans le jargon des laboratoires correspond a I’analyse des
“cultures en batch”. Le modéle de croissance de Monod donne une relation entre le taux de
croissance p d’une population de micro-organismes et la concentration S en substrat limitant,

S
M= Hmax =g (IIL. 1)

Ou pmax représente le taux de croissance maximum et Ks la concentration en substrat
correspondant & un taux de croissance moitié de pmax (ou la concentration de demi saturation).
Cette loi permet de rendre compte des phénomenes de saturation et limitation (Figure 111.1)
[37].
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I11.2. modéle de Haldane:
Le modéle Haldane occupe la deuxiéme place aprés celui de Monod, en raison de sa large
applicabilité et de sa simplicité mathématique pour représenter la cinétique de croissance

cellulaire en présence d’un substrat inhibiteur.

1= HUma (111.2)

X grs+ (S
Cette loi permet de rendre compte des phénomenes de saturation et inhibition. Elle est utilisée

lorsque certains composés peuvent inhiber une réaction si leur concentration est trop élevée
(figure 111.2)

Cette équation de Haldane (ou parfois appelée Haldane-Andrews) représente une modification
de I'équation originale de Monod pour tenir compte de 1’effet inhibiteur lorsqu'un substrat (ou
un produit intermédiaire de biotransformation) est toxique pour la population dégradante. Les
effets de cette auto-inhibition sont incorporés dans I'expression de la vitesse avec un terme
d'inhibition, S/Ki. Une valeur de constante d’inhibition Ki élevée indique que la culture est peu

sensible aux inhibiteurs [38].

Il est a noter que lorsque le Ki est trés grand, I'équation de Haldane se simplifie a I'équation de

Monod (voir figure 111.1).

o ~ Haldane
Monod

Taux de reaction (1/h)
—

Concentration (mg/)

Figure 111.1 : Evolutions théoriques du taux de croissance de micro-organismes en fonction

de la concentration. Simulations données par les modeles de Monod et de Haldane.
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Aux concentrations trés élevées en substrat, S >>Ks, I'équation de Haldane devient :

S
H = Wmax

52

S+(K_)

111.3.Le modéle de Luong

Le modéle proposé par Luong (1987) semble étre utile pour décrire la cinétique d’inhibition par

le substrat ou par le produit de la réaction. En effet, c’est un modéle généralisé de type Monod,

capable de décrire la limitation du substrat observée a une faible concentration et il permet

également de tenir compte de I'inhibition du substrat observée a une concentration élevée grace

au paramétre Ki. Celui -ci est la concentration maximale du substrat, au-dessus de laquelle la

croissance est completement inhibée (Luong 1987) [39]. Il est donné par 1’équation :

n

S
K,+S

S

)

H = Hmax

(1

I11.3

Divers modeles cinétiques ont été utilisés pour décrire la dynamique de la croissance

microbienne (tableau I11.1):

Tableau I11.1 : Modeles de cinétique [38 ; 40].

Modele Equation

modele de Gompertz modifié

(umzj’l\x xe

InN = InNy + Ae™®

)x(x—t)+1)

Baranyi et Roberts

-In| 1+

InN=1InNg+pmax.t+In[e

eumax(t—?») +e—umax.x
eIn N max—In No

|

—pmax.t e—umax(t+k) 4 gHmax .k]

Han-Levenspiel 1 _i]n
Sm
U = Umax S
Ko+S—[1—2]"
m
Yano S
U= Umax g2 S
S+ K+ (?) [1+ (m)]
Edwards _ lex (—_S) ~ex (—_S)]
U= Umax|€XP K, p K,
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Wang-Loh So
U= Umax S2
Ks + So + (7
S 0 (Ki
Monod : somme cinétique HUmax1S1  Hmax2S2
o M= Rr S KiptS
Mélange binaire, pas d’interaction s1t 91 52 192
Monod : somme cinétique = Hmax,151 4 Hmax,252
) — s - K K
Mélange binaire, Inhibition Kg1+ S, + (ﬁ)sz Kgp + S, + (ﬁ)sl
compétitive
Mélange binaire, = Hmax,151 N Hmax,252
Inhibition noncompetitive (Ks1 +S1)(A + 52 (Ks» +S2)(1 + S
S Ks,z S Ks,l
Skip : Mélange binaire, . Hmax,151 Hmax,252
type indéterminé de I’interaction Ksit 514115 Koz + 5+ 11,5

Ks est la constante de saturation du substrat consommation (mg/L).

Sm est la concentration de S correspondant a I’arrét de la réaction de dégradation (par inhibition)

lij est le parametre d'interaction qui indique dans quelle mesure le substrat i affecte la dégradation du substrat j.
N représente la biomasse microbienne telle que mesurée au temps't ;

No et Nmax densité optique .mesurés au temps t = 0 et a la taille maximale de la population microbienne
respectivement.

A est le niveau asymptotique (In (Nmax/NO),

pmax est le taux de croissance spécifiqgue maximum est définie comme la tangente & un point d'inflexion de la
courbe de croissance,

A ou T est la durée de la phase de retard, t est le temps.

I11.4.Les modéles provenant de la cinétique chimique : [41 ; 42]
Différents modeles cinétiques peuvent étre utilisés pour effectuer les calculs. L'ordre de la
réaction est un concept qui reléve de la cinétique chimique et indique Il'influence d'un réactif

dans la cinétique de la réaction.

1114.1.cinétique d’ordre O

Aux réactions d'ordre zéro, la vitesse de réaction est indépendante de la concentration du
réactif, de sorte que des changements de sa concentration n'influent pas sur la vitesse. Ceci peut
arriver lorsqu'il y a un goulot d'étranglement qui limite le nombre des molécules qui peut réagir
au méme moment, par exemple si leur réaction exige le contact avec une enzyme ou une surface

catalytique.
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De nombreuses réactions catalysées par les enzymes sont d'ordre zéro, pourvu que la
concentration du réactif soit trés supérieure a la concentration de I'enzyme qui détermine la
vitesse de sorte que l'enzyme est saturée. Par exemple, I'oxydation biologique de I'éthanol en
acétaldéhyde par l'alcool déshydrogénase du foie est d'ordre zéro par rapport a I'éthanol. La

variation de concentration en fonction du temps pour une réaction d’ordre 0 est comme suit :
[C]=[Co]-kot

Avec :

[Co], [C] : Concentration initiale et a I’instant t (mol/L).

ko : la constante de vitesse de la réaction (mol/L.s).

111.4.2. Cinétique d’ordre 1
Si la vitesse de réaction dépend d'un seul réactif et la valeur de I'exposant est un, alors la
réaction est dite de premier ordre. La loi de vitesse peut étre intégrée pour obtenir la forme

linéaire citée ci-dessus :
Ln[C]=-k1t+In[Co]
Avec : k1: constante de vitesse de ler ordre (1/s).

111.4.3. Cinétique d’ordre 2

Une réaction est dite de second ordre si I'ordre global est deux. La vitesse d'une réaction de
second ordre peut étre proportionnelle a la concentration au carré ou (plus souvent) au produit
de deux concentrations. La variation de concentration en fonction de temps pour une réaction

d’ordre 2 est comme suit :

Avec :

k2 : la constante de vitesse de la réaction (L/ mol .s)
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Chapitre IV Matériel et Méthodes

Ce chapitre présente les procédures expérimentales, les produits chimiques, les méthodes

analytiques utilisées au cours de cette étude.

1VV.1. Matériel utilisé

Pour I’analyse des échantillons, le suivi de la croissance des bactéries déja sélectionnées, et la
diminution des concentrations résiduelles des différentes substances testées, on a utilisé le petit
mateériel disponible au sein des laboratoires de notre faculté et de la faculté des sciences de la

nature et de la vie de notre université.

IV.1.1. Petit matériel de laboratoire

e pH métre
Le pH des solutions aqueuses a été contr6lé a I’aide d’un pH meétre a affichage numérique de
marque BOECO Germany BT-675 muni d’une électrode combinée en verre.

e Conductimetre

La conductivité de I’cau distillée a été contr6lée avec un Conductimeétre a affichage numérique
de marque BOECO Germany CT- 600.

e Balance

Les pesées ont été réalisées avec une balance analytique de marque KERN ACS 220-4 de

précision + 0.0001 g.
e Plaque chauffante

L’agitation des solutions a été assurée par une plaque chauffante a agitation magnétique de
marque STUART heat strir SB 162, dont le systeme de chauffage est utilisé uniquement pour

la solubilisation du bouillon nutritif dans 1’eau.

e Etuve

Avant toutes les cultures, les bactéries sont précultivées dans 1’é¢tuve pendant 18h. Cette

préculture est effectuée a 1’aide d’une étuve de marque MEMMERT.
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Figure 1V.1: Photographie du petit matériel utilisé

En haut : de gad: pH metre, conductimétre, balance analytique, plaque chauffante,
Au milieu de g a d : étuve, centrifugeuse, autoclave,
En bas de g a d : agitateur incubateur orbital, agitateur vortex ; hotte microbiologique

e Centrifugeuse

Est un appareil destiné a séparer la phase solide des suspensions liquide-solide. Cette séparation
a pour origine la différence des masses volumiques du liquide et des particules solides en
suspension dans le mélange. La centrifugeuse utilisée est de marque HETTICH
ZENTRIFUGEN EBA 20.

E
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e Autoclave

De marque ADVANTAGE-Lab. model AL02-12, comprend une chambre de stérilisation pour
recevoir les articles a stériliser. La stérilisation par la chaleur humide utilise la vapeur d’eau
saturée sous pression comme agent stérilisant ; la chaleur associée a I’humidité provoque la
destruction des germes. Le résultat de I’ensemble de ces étapes est 1’état stérile qui se définit
comme étant 1’état dans lequel se trouve un objet dont on ne peut pas statistiquement mettre en
évidence la présence de micro-organismes capables de se reproduire ou d’étre revivifiés; en
d’autres termes, des micro-organismes viables. Cet état ne peut étre conservé que par la

présence d’un conditionnement approprié ou stérilisation.

e Agitateur-incubateur orbital

C'est un incubateur compact utilisé pour le mélange, l'incubation et la culture de liquides
biologiques. Le régulateur de température commandé par microprocesseur permet de maintenir
une température constante de 30°C dans la chambre d'incubateur. La circulation forcée de l'air
chauffé a l'intérieur de la chambre garantit une répartition homogéne de la température. La

construction démontable rend le transport facile.

L'agitation orbitale est contr6lée par le régulateur numérique et le réglage de température et de
vitesse. L'unité est équipée du systéme d'entrainement direct garantissant un fonctionnement a

long terme stable et fiable.

L'incubateur est extrémement facile a utiliser, avec une configuration tres simple de la
température 30° C et de la vitesse 110 tr/min, en utilisant I'affichage a deux lignes et I'affichage
d'état, qui indiquent clairement les valeurs réglées et réelles pour chacun des deux parameétres.
L’agitateur-incubateur orbital utilisé est de marque STUART Orbital Incubator SI

e Agitateurs vortex

Est un appareil destiné a mélanger des solutions dans des tubes grace & des mouvements
orbitaux rapides. Il est composé d'un socle lourd trés stable, et d'une téte d'agitation destinée a
recevoir le tube d'agitation. Le principe de fonctionnement est trés simple puisqu'il suffit
d'imposer une légere pression sur le tube pour déclencher la rotation de la téte d'agitation.
Agitateur vortex utilisé est de marque VELP scientifica.
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e Bec Benzéne

Un bec Benzene est un appareil de laboratoire qui fonctionne avec du gaz combustible (le plus
souvent du méthane, du propane ou du butane), qui produit une flamme ouverte, et sert a
chauffer des préparations, a stériliser du matériel, a obtenir une zone de travail stérile sur
paillasse ou a braler des substances. Il est particulierement utilisé en microbiologie et en chimie

organique ou minérale et en génie chimique.

e hotte de laboratoire

Est un dispositif qui permet I'extraction des vapeurs toxiques des produits utilisés lors de
manipulations. Sa fonction premiere est de protéger le manipulateur. Les vapeurs sont extraites
du volume de travail puis, soit traitées par une filtration (a charbon et/ou a particules), soit

rejetées vers l'extérieur.

Tableau IV.1 : Produits chimiques

Produits Formule brute Masse molaire | Pureté
(9/mol) (%)
Hydroxyde de sodium Na OH 40 98
Dihydrogénophosphate de sodium Na H, PO, 119.98 98
Phosphate de potassium | K H, PO, 136.1 98
monophasique
Sulfate de magnésium Mg SO, 246.48 99
Sulfate d’ammonium (NH,4),SO, 132.14 99
Chlorure de fer FeCl; 162.21 98
Glucose hydrate CeH1206. H,0O 198.17 /
Phénol C¢HeO 94.11 89-92
Hydrogenophosfate de potassium K;HPO, 174.18 99
Chlorure de sodium NaCl 58.44 /
Nitrate d’argent AgNO3 169.88 99.92

E
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IV.3. Techniques de caractérisation

IV.3.1. La spectrophotometre UV-VIS

Le spectrophotometre utilisé est un appareil mono-faisceau de marque UV mini-1240
Shimadzu. Il permet de quantifier les molécules présentes en solution, capables d’absorber des
photons, dans la gamme de longueurs d’onde 200 -800 nm. L absorbance (A) de la solution est

calculée a partir de la loi de Beer Lambert :
A = €ECI = log (—)

Tel que ;

A: absorbance (sans unité)

€ : coefficient d'absorbance (mol™? .L.cm-1)

C : la concentration de la solution en mol. L -1

| : le trajet optique (longueurs de la cuve en cm)
lo: Intensité du faisceau incident

| : Intensité transmise du faisceau traversant 1’échantillon.
On considere en général que cette loi est vérifiée lorsque 1’absorbance est inférieure a 2 [43].

Le spectrophotometre utilisé est un appareil mono-faisceau de marque UV mini-1240 Shimadzu

et les cuves utilisées en quartz .

Les échantillons sont analysés a la longueur d’onde (Amax) correspondant au maximum
d’absorption. Pour la détermination des longueurs d’onde maximales (Amax) des différents
produits pharmaceutiques, on a utilisé le spectrophotometre UV-Visible de la marque
NANOCOLOR

IV.3.2. Spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fourier (en anglais F.T.l.R)

La spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier est basée sur 1’absorption d’un
rayonnement infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via les détections des vibrations
caracteristiques des liaisons chimiques d’effectuer 1’analyse des fonctions chimiques présentes

sur le matériau.
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Figure 1V.2: photographie du Spectrophotometre UV visible (& gauche) et Infrarouge (a droite)

La technique est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par 1’échantillon. La
détection des vibrations des liaisons chimiques entre deux atomes permet l'analyse des
fonctions chimiques. Ainsi, une molécule illuminée par des radiations dans l'infrarouge peut
absorber certaines d'entre elles a des longueurs d'onde correspondant aux fréquences de

vibration des groupements chimiques qui la constituent [44].

1V.3.3. La diffraction des Rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X (DRX) permet de déterminer la structure cristallographique d’un
composé dans le cas d’échantillons purs. Elle peut aussi donner des informations sur la taille,
la forme et les défauts des petits domaines au sein méme des nanocristaux. Cette méthode de
caractérisation structurale est basée sur 1’observation des interférences ‘constructives’ des
rayons X réfléchis par les différents plans (hkl) des structures cristallines. La production
d’interférences constructives dépend de I’angle de diffraction des rayons X et de la distance
inter-réticulaire dn. caractéristique de ces plans. La diffraction des rayons X est I'une des rares
méthodes non-destructives permettant de distinguer les différentes formes polymorphiques d'un

matériau [45].
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Figure 1V.3: photographie du I’appareil DRX.

IV.4.Protocoles expérimentaux
1V.4.1. Synthese du gel d’oxyhydroxyde de fer 111
Pour la synthése du gel d’oxyhydroxyde de fer 11, on a préparé une solution de 0.05M de FeCls.

Le pH de cette derniere est ajusté a 8 avec une solution de NaOH de concentration 1M.

La solution ajustée est centrifugée pendant 10min et sous une vitesse de 6000 tr/min. Le gel est
rincé ensuite avec de ’eau distillée pour le débarrasser du chlore. En dernier, il est agité avec
le vortex puis recentrifugé pour récupérer le sous-nageant qui doit étre testé avec la solution
AgNO; (0.3M). La transparence du sous-nageant indique que le chlore est completement

éliminé. Le gel de FeCl; est alors prét aprés-1’ajout de la solution tampon.
I1V.4.2. Culture des microorganismes et essais de dégradation

1V.4.2.1. Culture des microorganismes
La culture bactérienne est stockée a 4 ° C. Pour toutes les expériences, la biomasse cultivée a
été inoculée dans 100 mL du milieu de culture pendant 24 h & 30 ° et récupérée par
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centrifugation (6000 tr/min pendant 20 minutes). La biomasse obtenue est mise en suspension

dans une solution contenant du NaCl a 0,5%.

Les expériences de biodégradation ont été réalisées dans des conditions aseptiques, 1 mL de la
culture conservée a été inoculé dans 100 mL de milieu bouillon nutritif pendant 24h a 30°C et
la biomasse obtenue est mise en suspension dans des solutions NaCl 0,5% comme

précédemment définies. La composition du milieu de base est (g/L) :

e NaH,PO, : 3,
o KH2PO4 . 3,
e MgSO,:0,1,

o (NH4) 2804 :1,
Le pH est ajusté a 8 pour tous les essais.

IV.4.2.2. Préparation des solutions contenant les produits a dégrader

Le milieu de culture doit étre mélangé avec les solutions des médicaments (amoxicilline,
tétracycline, sulfamethazine, acébutolol) de différentes concentrations et la solution de phénol
en faisant 1’ajustement de pH (100mL du milieu de culture + solutions de médicament +

ajustement de pH. On a donc préparé les milieux de culture suivants :

e Milieul : la solution de milieu de culture contient du glucose (0.75g/L).

e Milieu 2 : la solution de milieu de culture ne contient pas du glucose.

e Milieu 3 : les solutions préparées contiennent du phénol comme un premier substrat et
le médicament comme un seconde substrat source de carbone.

e Milieu 4 : le médicament choisi au préalable est 1’ Acébutolol, les solutions préparées
du médicament Acebutolol de différentes concentrations contiennent de phénol et sans
gel d’oxyhydroxyde de fer Il1.

e Milieu 5 : les solutions préparées du médicament Acébutolol a différentes

concentrations contiennent de phénol et avec gel d’oxyhydroxyde de fer IlI.
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Pour chacune des expériences, 1 mL de la biomasse obtenue est versé dans chaque
erlenmeyer. A chaque prélevement, 1’échantillon est analysé a 600nm. Apres
centrifugation, il est analysé a 270nm et a différentes A max des médicaments, a savoir
A max d’amoxicilline = 228 nm

A max d’acébutolol = 233.6 nm

A max de tétracycline=360nm

A max de sulfamethazine =260nm

Le nombre de prélévements et I’intervalle de prise d’échantillon est important car ils
conditionnent la précision et la justesse des modeles cinétiques. En effet, obtenir les
cinétiques de croissance bactérienne et de biodégradation des composes cibles, est ardue
car la durée totale des expériences est approximativement de 10 jours, or, on ne peut a
priori délimiter la durée de la zone de latence, ni le moment ou la croissance démarre,
ni la phase de décroissance. C’est la difficulté majeure inhérente a ce genre

d’expériences mettant en jeu des bactéries ou des micro-organismes en généeral.
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Dans ce chapitre, nous présenterons tout d’abord les résultats des premieres manipulations avec
les bactéries immédiatement apres la préculture. Les essais préliminaires de la cinétique de
croissance sont alors réalisés dans des conditions aseptisées en présence et en absence de
glucose. L’ajout de glucose dans le milieu de culture est dicté par le souci de booster rapidement
la prolifération des bactéries en apportant une source garantie (et habituelle) de carbone. On a
testé ainsi plusieurs antibiotiques dont le choix est dicté par une double prérogative. La premiere
est liée au fait de leur présence de plus en plus dans les eaux a cause de I’utilisation accrue de
médicaments. Le deuxieme point est la possibilité de suivi de ces molécules par la

spectrophotométrie UV visible, seul moyen d’analyse disponible.

La deuxiéme partie de ce chapitre a trait a la cinétique de dégradation de I’antibiotique qui est
préférentiellement consommé par les bactéries. A la place du glucose, on a rajouté dans le
milieu de culture du phénol. Gréace a cette procédure expérimentale, deux objectifs sont atteints
simultanément, I’accélération de la croissance bactérienne et la dégradation de deux polluants
en méme temps. En effet, ces bactéries ‘reconnaissent’ le phénol car elles proviennent de la
souche sélectionnée auparavant. Grace a cette source de carbone, elles vont croitre plus
rapidement. D’un autre coté, on ne sait pas 1’avance le comportement de ces bacteries
lorsqu’elles sont en contact a long terme avec 1’antibiotique choisi. La présence de phénol

garantit donc la préservation de leur milieu.

La troisieme partie de cette étude concerne les résultats de 1’encapsulation des bactéries dans le
gel et des essais de dégradation du phénol apres encapsulation. Avec ces essais, nous avons
voulu apporter une contribution sur les moyens de préserver I’activité bactérienne en piégeant
ces microorganismes dans des matrices/ou gels qui sont plus faciles aussi a manipuler lors du
passage dans les plus grands réacteurs pouvant fonctionner en continu. Grace a cette

immobilisation, on se libére des étapes de filtration des échantillons avant les analyses.

V.1. Essais préliminaires en présence et en absence du glucose

Les figures ci-dessous représentent la croissance bactérienne (en termes de densités optiques
des bactéries a 600 nm) en fonction de temps et cela pour les solutions de culture (consortium
de bactéries). On a aussi représenté les courbes d’évolution des concentrations résiduelles
différents substrats testés : amoxicilline, tétracycline, sulfamethazine, acébutolol et le phénol,

en présence et en absence du glucose comme deuxieme substrat source de carbone. La
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concentration initiale du glucose est de 0.75 g/L et la concentration des autres substrats est de

10 mg/L a I’exception du phénol qui est de 125 mg/L.

1,2
1 S
—@— amoxicilline 10mg/L
IS 0,8 .
c —8— acébutolol10 mg/L
o
3 06
o phénol 125mg/L
8 0,4 , .
—@—tétracycline 10mg/L
02§ .
vy sulfaméthazine 10 mg/L
0
-50 0 50 100 150 200

t(heure)

Figure V. 1. Courbes de croissance des bactéries en présence des différents substrats et du

glucose.

Il est aisé d’observer sur la figure V.1 que malgré la présence des substrats toxiques tels que les
antibiotiques (amoxicilline, tétracycline et la sulfamethazine) et I’antihypertenseur (acébutolol)
et le phénol, les bactéries présentent une croissance importante due a 1’ajout du glucose comme
deuxiéme source de carbone. La présence de ces composés toxiques n’a pas affecté leur

multiplication.

L’effet de la présence et de 1’absence du glucose est représenté sur la figure V.2, donnant la
courbe de croissance dans le milieu contenant de I’amoxicilline. On ne peut conclure a I’effet
de la toxicité de I’amoxicilline vis-a-vis des bactéries sous réserve de refaire encore des essais
pour le confirmer. Cependant, en présence des deux sources de carbone, la croissance de ces

bactéries est largement concluante.

Les courbes de croissance tracées sur la figure V.3 en présence de 1’acébutolol et du glucose
sont apparentées a celles de la figure V.2. Cela fait penser que les bactéries semblent ne pas étre

inhibées par la présence de ces deux médicaments.

Par contre de 1’observation de la figure V.4, on dénote qu’en présence de la sulfamethazine
uniquement, la population initiale de bactéries décroit rapidement, et aucune croissance n’est
enregistrée aprés le temps de latence habituel. En présence simultané du glucose et de ce

médicament, la croissance qui n’est pas aussi importance que celles des figures précédentes et
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de plus, elle est ralentie apres un temps de contact de 50h. Cette diminution est probablement a

I’effet ‘toxique’ de sulfamethazine

%
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Figure V.2. Courbes de croissance des bactéries en présence de I’amoxicilline et du glucose

(AG) et en absence du glucose (SG).
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Figure V.3. Courbes de croissance des bactéries dans le milieu de culture contenant

I’acébutolol et le glucose (AG) et 1’acébutolol uniquement (SG).
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0,7 0,08
0,6 0,07
IS 0,06
c 05
% —@— Sulfamethazine 10 mg/L AG 0,05
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Figure V.4. Courbes de croissance des bactéries dans le milieu de culture contenant la

sulfamethazine et le glucose (AG) et la sulfamethazine uniquement (SG).

A I’instar des autres médicaments, la tétracycline ne semble pas offrir une source de carbone
adaptée a nos bactéries. En présence de glucose, le taux de croissance important ne semble pas

étre affecté par la présence de la molécule toxique.

1,4 0,07
1,2 0,06
1 0,05
£
o 0,8 0,04
3 —@— Tetracycline 10 mg/L AG
S 06 . 0,03
o Tetracycline 10 mg/L SG '
@]
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Figure V.5. Courbes de croissance des bactéries dans le milieu de culture contenant le phénol

et le glucose (AG) et la tétracycline uniquement (SG).
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Les courbes de croissances tracées sur la figure V.6 sont obtenues dans deux milieux de cultures
I’'un contenant le phénol et le glucose (AG) et I’autre du phénol uniquement (SG).
Contrairement aux autres médicaments, la croissance bactérienne est importance méme en
absence de glucose. L’effet de la toxicité du phénol n’est pas Vérifié, puisque sa présence n’a
pas empéché la croissance bactérienne. Par contre les milieux contenant du glucose ont présenté
une croissance plus importante comparativement a celle contenant que du phénol. Cette
différence de croissance est due aux quantités initiales du glucose qui est de 750 mg/L qui est

beaucoup plus grande que celle du phénol de 125 mg/L.

! 0,3
0,9
0.8 ¢ 0,25
0,7
—&— phenol 125 mg/L AG 0,2
E 0,6
% 0,5 —&— phenol 125 mg/L SG 0.15
© I S E—
g 0,4
0,3 0,1
”’ 0,05
0,1
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

t(heures)

Figure V.6. Courbes de croissance des bactéries dans le milieu de culture contenant le phénol

et le glucose(AG) et le phénol uniguement (SG).

En conclusion, en présence du glucose, la bactérie a I’air de s’adapter mieux qu’en absence de
glucose. En effet, ce dernier est un substrat de prédilection de tous les milieux de culture & cause

de la facilité de son assimilation (source de carbone) par les bactéries.

En outre de I’observation des courbes de croissance en absence et en présence de glucose, tout
semble croire que malgré 1’effet toxique de ces médicaments, qui induit une mortalité d’une

partie de la charge initiale de bactéries, la croissance demeure importante.

Dans la partie qui suit, et a la lumiere de ces résultats, nous avons voulu tester la possibilité de

la croissance de bactéries dans un milieu dépourvu de glucose avec seulement le polluant choisi.
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D’aprés ce qui précéde, nous avons montré que ces bactéries consommaient le phénol méme en
absence de glucose. De ce fait, dans ce qui suit, nous avons suivi la croissance dans un milieu
contenant le produit pharmaceutique et en présence de phénol. Les concentrations résiduelles

de ces composeés sont également mesurées en fonction du temps de contact.

V.2. Croissance bactérienne en présence des composeés pharmaceutiques et
du phenol

Les figures ci-dessous représentent la croissance bactérienne (représentée par la densité optique
des bactéries a 600 nm) en présence de deux substrats. On a aussi représenté les concentrations
résiduelles du phénol et du médicament (amoxicilline, tétracycline, sulfamethazine, acébutolol)

en fonction de temps et cela pour les solutions de culture contenant le consortium de bactéries.

V.2.1. Essais de dégradation du Phénol et de I’Acébutolol :
Quand les essais de croissance des bactéries sont réalisés dans un milieu de culture en absence
de glucose et en présence de deux composés polluants : le phénol et 1’acebutool, on a enregistré

les figures ci-dessous.
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Figure V.7. Courbes croissance (a gauche) et évolution des concentrations résiduelles du

phenol de I’acébutolol en fonction du temps (a droite).
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De I’observation de la courbe de croissance, il ressort que les bactéries sont bien acclimatées a
la présence des deux substrats : la durée de leur croissance coincide avec la durée de la
décroissance de la concentration de ces composés. Au bout de 72 heures de temps de contact,
la croissance atteint son maximum et les concentrations résiduelles leurs minimum. Un palier
est enregistré pour ces derniéres alors que les bactéries semblent entrer dans une période de
déclin ? On peut supposer qu’elles se sont empoisonnées avec ces polluants ou bien par manque
de nutriments, car le phénol et I’acébutolol constituent une source de carbone. Par ce déficit,

elles meurent alors aprés qu’elles se sont arrétées de se multiplier.

V.2.2. Essais de dégradation du phénol et de I’Amoxicilline

120 03
100 0,25
)
2 80 02 E —e— [amoxicilline](mg/L)
= S ,
S 60 015 3 [phénol](mg/L)
g S —e— D0 4600
S 40 01 A oabtnm
O
<
3,20 \__.———i—o 0,05
0 0
0 50 100 150

t(heures)

Figure V.8. Evolution de la croissance bactérienne en présence du phénol et de I’amoxicilline

et des concentrations résiduelles de ces composés en fonction du temps.

Sur cette figure, il est facile de remarquer que les bactéries en contact avec les deux substrats
subissent une décroissance de leur population. Ce déclin est slGrement di a leur
empoisonnement avec ces deux composés étant donné que leurs concentrations en solution

diminuent et un rendement de dégradation supérieur a 80% est atteint.
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V.2.3 Essais de dégradation du phénol et de la tétracycline

Comparativement aux résultats obtenus avec I’amoxicilline, les bactéries en présence de la
tétracycline et du phénol semblent se retrouver dans de meilleures conditions de croissance
(figure V.10). On remarque aussi que la fraction convertie de la tétracycline passe par un
maximum aux environs de 72h mais au bout d’un temps de 150h de contact avec les bactéries,
la teneur en solution redevient égale a la valeur initiale. Ce résultat est probablement lié a un
effet de rejet de ces molécules par les bactéries. Par contre, on peut supposer que la croissance
de ces bactéries est essentiellement liée a la consommation du phénol. Ainsi cette croissance

bactérienne n’est pas inhibée par la toxicité de la tétracycline.

80
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0,19 70 I —@— [tétracycline](mg/L)
0,18
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0,16 £ 50
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Figure V.9. Evolutions en fonction du temps de contact de la croissance (a gauche) et des
concentrations résiduelles (& droite) dans la solution contenant le phénol et la tétracycline.

V.3. Effet de la concentration initiale sur la croissance et le rendement de
dégradation

Sur la figure ci-dessous, sont représentées les courbes de croissance bactérienne obtenues dans
un milieu de culture contenant deux substrats : le phénol et 1’acébutolol. Les concentrations
initiales ont été variées de 62.5 a 126 mg/L pour le phénol et entre 6.5mg/L et 60.9 mg/L pour

I’acébutolol.

150

3

[tétracycline](mg/L)
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Comme prévu, une forte concentration en substrats produit une quantité élevée de biomasse a
la fin de la phase de croissance exponentielle. Pour tous ces essais, la valeur initiale du pH a été
fixée a 8. A I’instar des résultats rapportés par Hamitouche et al (2011), une diminution du pH

a été observée avec l'augmentation de la biomasse.
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Figure V.10. Courbes de croissances enregistrées pour différentes concentrations initiales de

I’acébutolol et du phénol.

De I’examen de la figure suivante donnant la DOmax en fonction de la concentration totale
initiale en substrats, on constate qu’a partir d’une valeur de concentration de 1’ordre de
145mg/L, une diminution de la DOmax €st enregistrée. Cette diminution de cette population
bactérienne est surement liee au taux de mortalité qui devient prépondérant par rapport a la

croissance due a I’effet des deux substances.

D’apreés ces figures, obtenues en appliquant les modéles de la cinétique microbienne, les points
expérimentaux ne sont pas convenablement lissés. En plus des erreurs de reproductibilité, assez
importantes, représentées par les barres des erreurs, des erreurs d’ajustements sont non
négligeables notamment pour les grandes concentrations. Rappelons que le modele de Monod
s’applique au cas ou la cinétique de croissance est limitée par le substrat dans ce cas 1’apport
de nutriment au niveau des bactéries est le phénomene limitant. Le modéle de Haldane est
appliqué quand il existe une forme d’inhibition par une trop grande concentration en substrat.
Notons que ces deux modeéles donnent la méme allure de variation ce qui fait avancer que pour

les gammes de concentrations considérées, 1’inhibition peut étre négligée.
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Figure V.11. Effet de la concentration initiale totale de 1’acébutolol et du phénol sur la

croissance maximale.
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Figure V.12. Evolution de la vitesse de croissance spécifique (umax en fonction de la

concentration du phénol (a gauche) et de I’acébutolol (a droite) Application des modeéles de la

cinétique microbienne aux données expérimentales.

Il est intéressant de relier ces résultats de croissance en termes de vitesse spécifique et de

guantité maximale de biomasse formée, aux données de dégradation du phénol et de
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I’acébutolol. Ainsi, les rendements sont d’autant plus élevés que les solutions sont diluées et

cela pour les deux molécules.
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Figure V.13. Effet de la concentration initiale de I’acébutolol et du phénol sur le taux de

croissance bactérienne en fonction de Co.

V.4. Rendement de dégradation aprés encapsulation des bactéries

Les graphes suivants donnant les rendements de la dégradation du phénol pour deux durées de
contact avec les bactéries sont obtenus dans le milieu de culture précédemment utilisé (sans gel)
et un milieu avec les bactéries piégées dans le gel. Le but de I’encapsulation des bactéries est
la possibilité de conserver leur viabilité longtemps dans les conditions normales. Quand elles
sont ainsi dans cet environnement, leur croissance est ralentie. De plus, a cause de cette
‘immobilisation’, on peut supposer que les bactéries perdront de leur activité, car les nutriments

ne lui parviendront pas rapidement.

Si I’on observe les résultats des figures ci-dessous, on peut conclure a priori que le rendement
de dégradation du phénol est plus faible quand les bactéries sont piégées dans le gel et cela quel
que soit la teneur initiale en substrats. En général aussi, le rendement est meilleur pour les
faibles teneurs en polluants, Les bactéries semblent ne pas s’adapter a une forte concentration
en ‘polluants’. Bien que pour les fortes teneurs en phénol et acébutolol, on enregistre un regain

de rendement.
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Figure V.14: comparaison des rendements de dégradation du phénol dans un milieu de
culture avec gel et sans gel et pour deux temps de contact avec les bactéries et pour des

concentrations initiales en phénol et en acébutolol variables.
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Chapitre V Résultats et Interpreétations

Sur la figure qui suit, I’évolution du rendement de dégradation a été tracée en fonction de la
teneur totale de ces 2 substrats. En effet, dans les organismes vivants, leurs effets s’additionnent
et donc, si des microorganismes sont en présence de traces de plusieurs substances, c’est la
quantité totale qui peut ou non arréter leur croissance. C’est ce que 1’on observe sur ces figures,
notamment au temps de 143.6h, ou le rendement avec ou sans gel décroit avec 1’augmentation
de la teneur de ces composés. Par contre, au bout de 360h de temps de contact, il y’a une
différence de comportement des bactéries, dans le milieu avec gel, le rendement est presque

invariable.

100

—8—sans gel R% a 143.6h 90 —8—sans gel R% a 360h

70
60
50
40
30
20

R % de phénol

—e—avec gel R% a143.6h 80 —8—avec gel R% a 360h

60 80 100 120 140 60 80 100 120
[phénol]0 +[acebutolol]0, (mg/L)

[phénol]0 +[acébutolol]0, (mg/L)

Figure V.15: effet de la concentration totale initiale en phénol et acébutolol sur le rendement
de dégradation du phénol avec le gel et en sans gel. Rendements obtenus pour un temps de
contact de 143.6 h (a gauche) de 360 h (a droite).

Finalement, les résultats auxquels on est arrivé dans cette partie, bien qu’ils ne soient pas
concluants, ils dressent quand méme des directives a suivre si on veut encore creuser dans ce
domaine de recherche. Les techniques d’immobilisation, de fixation, d’encapsulation de
confinement etc. de bactéries ou de microorganismes en général sont nombreuses et variées
Elles visent toutes a conférer a ces étres vivants un milieu protége. Cependant, les expériences
dans ce domaine ne sont pas toujours faciles a mettre en ceuvre au laboratoire avec les moyens
rudimentaires que nous disposons. Malgré ces carences, et aussi aux difficultés liées a la

reproductibilité des mesures, les résultats que ’on a obtenus nous permettent d’envisager
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d’autres orientations a prendre pour la poursuite de 1’étude des procédés de biodégradation des

polluants.

V.5 caractérisations de la matrice d’oxyhydroxyde de fer (111)

V.5.1 Caractérisation par Diffraction des rayons X

Fe
180

160;
140;
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100;
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0 T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
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Figure V.16 : Diagramme de diffraction des rayons X de gel d’oxyhydroxyde de fer TP.

Le diagramme DRX de gel d’oxyhydroxyde de fer TP (FigureV.16) montre clairement la
présence d’un large pic observable a 20 =30° Ce dernier est caractéristique de la ferrihydrite
[16].

V.5.2 Caractérisation par spectroscopie infrarouge
Le spectre IRTF du gel d’oxyhydroxyde de fer TP est représenté sur la (Figure V.17)
Les bandes de vibration infrarouge caractéristiques du gel d’oxyhydroxyde de fer TP ont été

identifiées dans la littérature par Towe, K. M. et al, Jambor et al [16].
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Figure V.17 : Spectres IRTF de du gel d’oxyhydroxyde de fer TP (4000- 500cm™).

La bande d’absorptions située a 3431 cm™ est attribuée aux vibrations v(OH) de liaisons OH
des molécules d’eau contenues dans le gel.

On observe sur le spectre la présence d’une bande centrée a 1638 cm™ de forte intensité
attribuée a la vibration d’élongation de groupement hydroxyle O-H des molécules d’eau

adsorbées a la surface du matériau.

On note également la présence de deux bandes d'absorption centrées de moindre intensité a
1073 cm™ et 1066 cm™ la premiére bande (1073 cm™) attribuée aux ions phosphate (ions
phosphate libres) ; et la deuxiéme bande (1066 cm™) a la bande de déformation des groupements

OH de I’oxyhydroxyde de fer (ferrihydrite).
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Conclusion Générale

Le choix du sujet traité dans ce mémoire et réalisé au laboratoire de Génie des Réacteurs du
département de Génie des procédés n’est pas fortuit puisqu’il a été dicté par I’urgence des
questions soulevées par la problématique de la protection de I’environnement. En effet, notre
environnement est de plus en plus menacé par les énormes quantités de déchets solides et
d’effluents contaminés par les polluants organiques et/ou minéraux non biodégradables rejetés
chaque jour. La valorisation d’une partie de ces déchets pourrait contribuer a réduire les effets
de la pollution d’une part, et d’autre part, a préserver les ressources naturelles pour les

générations futures [20].

Le but de notre étude est 1’élimination de polluants d’origine pharmaceutique par procédés

biologiques combinés au procédé sol-gel.

De fagon générale, a I’instar de tous les étres vivants, la croissance des microorganismes est
conditionnée par la présence de nutriments ou de poisons dans leur environnement.
L’encapsulation de ces espéces, notamment des bactéries, permet, d’apres la littérature, de
preserver activité dans un environnement immédiat, qui les protége de I’extérieur. Cette
technique requiert des conditions expérimentales maitrisées afin qu’elles soient favorables a
leur activité. Le procédé sol-gel s’aveére étre une voie intéressante pour la synthese de matériaux
dans des conditions biocompatibles. La précipitation d’un sel de fer nous a permis d’obtenir des
particules de ferrihydrite dont la taille est nanométrique. La synthese d’un gel & partir de ces
colloides est possible par le procédé sol-gel. Le gel obtenu est mésoporeux, avec une large

surface spécifique.

Les études précédentes ont montré que la présence de particules d’hydroxyde de fer dans le
milieu de culture favorise la croissance des bactéries ; Le nombre de bactéries initialement
introduit dans le gel peut donc étre récupére par I’addition de nutriments et cela dans le cas de

la matrice d’oxyhydroxyde de fer IlI.

Les résultats obtenus dans ce mémoire ont montré qu’il est possible de dégrader des composés
pharmaceutiques et le phénol en mettant en contact des solutions de concentration atteignant
les 100mg/L gréace a ces bactéries issues de la souche sélectionnée. Le résultat de dégradation

le plus important est obtenu pour le phénol et I’acébutolol.
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Conclusion Générale

Trois modeles de la cinétique ont été appliqués aux données de la vitesse spécifiqgue maximale
de croissance en fonction des concentrations du phénol et de I’acébutolol. Deux modéles, ceux
de Monod et de Haldane, donnent la méme allure de variation ce qui fait avancer que pour les
gammes de concentrations considérées, I’inhibition peut étre négligée. D’un autre c6te, les

rendements de dégradation les plus élevés sont enregistrés pour les solutions diluées.

Les rendements de dégradation obtenus par dans les milieux de culture avec des bactéries
encapsulées, sont tous inférieurs a ceux atteints avec des bactéries ‘libres’. Bien que ces
résultats ne soient pas concluants, ils nous permettront d’améliorer les techniques
d’immobilisation et le choix des conditions opératoires. Rappelons que les essais
expérimentaux dans ce domaine ne sont pas toujours faciles a mettre en ceuvre au laboratoire
avec les moyens rudimentaires que nous disposons. En outre, les analyses des échantillons et
de caractérisation des matériaux sont déficitaires. Malgré ces carences, et aussi aux difficultés
liées a la reproductibilité des mesures, les résultats que 1’on a obtenus nous permettent
d’envisager d’autres orientations a prendre pour la poursuite de 1’étude des procédés de

biodégradation des polluants.
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Figure 1: Courbe d’étalonnage pour le dosage de la Sulfaméthazine (SMT)
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage de la Tétracycline (TC)
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage pour le dosage de I’amoxicilline (Amx)
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Résumeé

Cette étude a pour objectif d’élimination des polluants d’origine pharmaceutique par un procedé
biologique combinés au procédé sol-gel.

Le procédé sol-gel s’avére étre une voie intéressante pour la synthése de matériaux dans des
conditions biocompatibles. La synthése d’un gel a partir de ces colloides est possible par le procédé
sol-gel dont Le gel obtenu est mésoporeux, avec une large surface spécifique.

Les résultats obtenus dans ce mémoire ont montré qu’il est possible de dégrader des composés
pharmaceutiques et le phénol en mettant en contact des solutions de concentration atteignant les
100mg/L gréce a ces bactéries issues de la souche sélectionnée. Le resultat de degradation le plus
important est obtenu pour le phénol et 1’acébutolol.

Trois modeles de la cinétique ont été appliqués aux données de la vitesse spécifiqgue maximale de
croissance en fonction des concentrations du phénol et de I’acébutolol (Monod, Haldane, Luong).

Les résultats obtenus permettent d’envisager d’autres orientations a prendre pour la poursuite de
I’étude des procédés de biodégradation des polluants.

Mots clés: Encapsulation, Biodégradation, Procédé sol-gel, microorganisme, phénol,
Acébutolol

Abstract

The objective of this study is to remove pollutants of pharmaceutical origin by a biological process
combined with the sol-gel process.

The sol-gel process is proving to be an interesting way to synthesize materials under biocompatible
conditions. The synthesis of a gel from these colloids is possible by the sol-gel process from which
the gel obtained is mesoporous, with a large specific surface area.

The results obtained in this thesis showed that it is possible to degrade pharmaceutical compounds
and phenol by contacting solutions with concentrations up to 100mg/L using these bacteria from
the selected strain. The most important degradation result is obtained for phenol and acebutolol.

Three kinetic models were applied to the maximum specific growth rate data as a function of
phenol and acebutololol concentrations (Monod, Haldane, Luong).

The results obtained make it possible to consider other orientations to be taken for the further study
of pollutant biodegradation processes.

Key words: Encapsulation, Biodegradation, Sol-gel process, microorganism, phenol, Acebutolol
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