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    Les produits pharmaceutiques sont considérés comme des micropolluants émergents qui se 

propagent facilement dans l’environnement. Au cours des dernières décennies, ces résidus ont 

suscité un grand intérêt à travers de nombreuses recherches et articles, où plus de 150 principes 

actifs pharmaceutiques ont été découverts dans les eaux usées et les eaux de surface à l’état de 

traces (Fick et al., 2009 ; Wu et al., 2012), mais même à de faibles concentrations (du nano-

gramme au microgramme par litre), ils ont des effets nocifs à long terme sur l’équilibre des 

écosystèmes et la santé des êtres vivants (Zhang et al., 2013). 

Ces produits et leurs métabolites sont excrétés et pénètrent dans les écosystèmes de diverses 

manières et sous différentes formes, principalement par les sécrétions urinaires et fécales, les 

émissions provenant des installations de fabrication ainsi que l'élimination inappropriée des 

médicaments usagés par les consommateurs et dans les hôpitaux (Fick et al., 2009; Hu et al., 

2012 ; Aissaoui et al., 2017a).  

L’acétaminophène, également connu sous le nom de paracétamol [APAP] est le plus connu des 

anti-inflammatoires non stéroïdiens en vente libre, car facilement disponible et peu coûteux. 

D’ailleurs, certaines études ont révélé sa présence dans les eaux de pleine mer de la Méditerranée 

occidentale à des concentrations allant jusqu'à 1,7 nano-grammes par litre (Graham et al., 2013 

; Palma et al., 2018).  

Les stations d’épuration (STEP) utilisées des différents techniques abiotiques pour l’élimination 

des traces du paracétamol (Cruz-Morató et al., 2013). notamment les procédés d'oxydation 

avancés (POA) qui se sont avérées capables d’oxyder efficacement le paracétamol jusqu'à 

minéralisation en carbone inorganique (CO2) (Feng et al., 2013). Bien que ces procédés soient 

disponibles, l'efficacité de ces traitements reste limitée et insuffisante pour l’élimination 

complète de ces polluants, et cela est dû aux conditions de réaction sévères, la faible 

concentration des contaminants qui génèrent de nombreux polluants liquides secondaires, ainsi 

qu'au coût d'exploitation élevé (Wu et al., 2012; Zhang et al.,2013; Almomani et al., 2016). 

D'autre part, la biodégradation des composés pharmaceutiques par l'utilisation des souches 

bactériennes, semble être une alternative prometteuse et meilleure que les méthodes physico-

chimiques utilisées jusqu'à présent, car les micro-organismes jouent un rôle majeur en les 

convertissant en composés inoffensifs et moins toxiques que ceux d'origine tels que le dioxyde 

de carbone et l'eau, ainsi que leur capacité à s'adapter à des groupes larges et différents de 

substrats. Les méthodes de traitement biologique varient avec la diversité des bactéries et des 

champignons utilisés, comme les traitements aérobie et anaérobie, la technologie des 
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bioréacteurs à membranes, les procédés à boues activées etc. … (Zhang et al., 2013 ;Akay et 

al., 2016 ; Edrees et al., 2017). 

L’objectif primordial de ce travail repose sur la biodégradation de l’acétaminophène par une 

souche bactérienne isolée du sol, en plus d’optimiser l’effet du pH, de la concentration du 

substrat, de la concentration cellulaire de l’inoculum et du temps d’incubation sur la croissance 

de la souche sélectionnée avec estimation de la biodégradabilité de la molécule par une méthode 

colorimétrique. 
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L’intégralité de notre travail a été réalisée au laboratoire de Microbiologie de la Faculté des 

Sciences de la Nature et de la Vie de l’Université de JIJEL, durant la période Mai-Juin de 

l’année universitaire 2021/2022. L’objectif est l’optimisation de quelques conditions de culture 

pour la biodégradation de l’acétaminophène (APAP) par une souche bactérienne isolée du sol.

2.1. Matériel 

2.1.1. Souche bactérienne 

La souche bactérienne A1 utilisée dans cette étude a été préalablement isolée à partir du sol et 

fournie par Mme Chekired Ibtissem du laboratoire de Toxicologie Moléculaire de l’Université de 

Jijel. 

2.1.2. Milieux de culture 

Durant notre étude, les tests de biodégradation ont été testés sur l’acétaminophène (paracétamol) 

avec une pureté de 99 %, sous forme d’une poudre blanche fourni par l’institut Pasteur.  

Les différents milieux de culture utilisés sont 

 Le milieu minéral minimum (MMM) préparé au laboratoire comme suit :

K2HPO4(1.60g) ;KH2PO4(0.40g) ;MgSO4,7H2O(0.20g);CaCl2(0.03g) ;FeCl36H2O(0.02g)

 ;NH4NO3(0.5g) ;extrait de levure (0.50g),1000ml d’eau distillée. Le pH est ajusté à 7.0± 

0.2 et l’autoclavage a été effectué à une température de 120°C pendant 20 minutes 

(Wang et al., 2020). 

 Gélose nutritive (GN) déshydratée ou prête à l’emploi (Institut Pasteur, BioKar®)

 Bouillon nutritif (BN) déshydraté ou prêt à l’emploi (FAPROLAB®, BioKar®)

Appareillage 

 Autoclave (Slli AVX electronic)

 Bain-marie (Gerhardt Bonn)

 Balance (KERN)

 Balance analytique (KERN ALS220-4N)

 Etuve (Memmert)

 Four Pasteur (Memmert)

 pH mètre (Hanna Instruments)

 Plaque chauffante agitatrice (VELPSCIENTIFIA)

 Vortex(Heidolph)
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2.2. Méthode  

2.2.1. Préparation de la solution mère de l’acétaminophène (APAP)  

La solution mère de l’APAP a été préparée dans l’eau distillée pour donner une concentration 

finale de 05 mg/ml qui a été par la suite stérilisée en utilisant un microfiltre (Sartorius RC 0.22 

µm), et couverte par du papier aluminium, la solution a été conservée dans l’obscurité à 4°C 

jusqu’à l'utilisation. 

2.2.2. Conservation et révification de la souche 

La souche bactérienne A1 fournie dans du glycérol a été ensemencée dans un tube à essai stérile 

sur GN inclinée et incubée à 37°C pendant 24 h, puis conservée dans le réfrigérateur à 4°C. À 

partir de ce dernier, la souche A1 a été cultivée dans le bouillon nutritif, puis incubée à 37°C 

pendant 24h. Son développement se traduit par un trouble. Un ensemencement par strie a été 

réalisé sur la gélose nutritif préalablement coulée dans des boites de Pétri et la pureté de la 

souche a été vérifiée après incubation à 37°C pendant 24h par observation macroscopique 

(aspect des colonies) et microscopique (coloration de Gram). 

2.2.3. Identification de la souche bactérienne isolée  

L’identification de l’isolat capable de croitre en présence de l’acétaminophène est basée sur les 

caractéristiques morphologiques (macroscopiques et microscopiques), physiologique et 

biochimique. 

2.2.3.1.Aspect macroscopique 

L’identification préliminaire de la souche bactérienne été basée sur l’aspect macroscopique des 

colonies vues à l’œil nu, selon les critères suivants : la forme des colonies (bombée, semi 

bombée, plate), la couleur, la transparence (opaque, translucide), la taille, l’aspect de la surface 

(lisse, rugueuse ou muqueuse), la consistance, le contour et l’allure des contours (réguliers, 

irréguliers).  

2.2.3.2. Etude microscopique  

La coloration de Gram est la méthode de coloration la plus utilisée en bactériologie médicale, 

c'est une coloration différentielle qui permet de colorer les bactéries et de les distinguer à 

l'examen direct (une observation microscopique) par leur aptitude à fixer le violet de gentiane 

(bactérie Gram +) ou la fuschine (bactérie Gram -). 
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Après préparation et fixation du frottis à la chaleur du bec Bunsen ; il a été recouvert par le violet 

de gentiane (cristal violet) pendant 1min ; l’eau a été ajoutée pour éliminer l’excès du colorant. 

Après le Lugol (mordant) a été ajouté et appliqué pendant 30s, l'excès a été rincé à l'eau 

courante ; ensuite l’alcool a été ajouté au frottis en goutte à goutte pendant quelques secondes 

(10-15 secondes). Enfin, la fuschine a été ajoutée puis laissée pendant 1 min. La lame a été 

ensuite rincée à l’eau et séchée à l’air. Après avoir recouvert le frottis par l’huile à immersion 

l'observation se fait au plus fort grossissement (grossissement : objectif x 100) en lumière 

blanche (lumière maximale). L’observation a consisté à noter la forme des cellules (forme 

bâtonnet ou forme sphérique) et leur coloration. Les bactéries Gram positif se colorent en violet 

alors que les Gram négatif se colorent en rose. 

2.2.3.3.Tests biochimiques  

 Recherche de la catalase 

La catalase a été utilisé pour vérifier la présence de l'enzyme catalase. Une petite quantité de 3% 

H2O2 a été ajouté à la colonie bactérienne isolée sur une lame de verre (Haque, 2022). La 

décomposition de l’eau oxygénée se traduit par un dégagement de bulles de gaz (catalase positif) 

selon la réaction suivante : H2O2               H2O + ½ O2. 

 Recherche de l’oxydase  

L’oxydase est un test de détection de l’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries Gram 

négative qui produisent cette enzyme. A l’aide de pinces, un disque d’oxydase a été placé sur 

une lame. Une colonie bien isolée et représentative de la culture fraiche a été prélevé à l’aide 

d’une pipette Pasteur, la colonie a été étalée doucement sur le disque.  

L’apparition d’une coloration bleu foncé à violet dans un délai de 30 secondes indique une 

oxydase positive. L’absence de coloration signifie que l’oxydase est négative (Dimri et al., 

2020). 

 Recherche de la β-galactosidase (ONPG) 

Le test ONPG est utilisé pour détecter l'enzyme β‐galactosidase, présente dans les fermenteurs 

tardifs du lactose. Une suspension bactérienne dense a été ajoutée dans un tube contenant de 

l’eau distillée stérile et un disque d'ONPG, le tube a été incubé à 37°C pendant 30min. Milieu 

devient jaune, la bactérie possède une β- galactosidase. 

Si le milieu reste inchangé la bactérie ne possède pas la β- galactosidase cyclooxygénases 

(Dimri et al., 2020). 
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 Recherche de la mobilité/ fermentation du mannitol  

Le milieu Mannitol Mobilité Nitrate est une gélose molle conditionnée en tubes qui permet 

d’étudier la fermentation du mannitol et la mobilité des bactéries. L’ensemencement a été réalisé 

par piqûre centrale dans la gélose jusqu’au fond des tubes à l’aide d’une pipette Pasteur. La 

fermentation du mannitol se traduit par un virage du milieu au jaune. Les bactéries mobiles 

diffusent à partir de la ligne d’ensemencement, créant un trouble dans le milieu alors que les 

bactéries immobiles poussent uniquement le long de la strie d’ensemencement (Dimri et al., 

2020). 

 Recherche de la nitrate-réductase  

En absence d’oxygène, certaines bactéries peuvent obtenir leur énergie par respiration anaérobie. 

Le bouillon nitraté a été ensemencé avec quelques gouttes de suspension bactérienne et incubé à 

37°C pendant 24 h. Quelques gouttes de réactif NRI et NRII ont été ajoutées après l’incubation. 

Si le milieu devient rouge, la bactérie possède donc une nitrate-réductase. 

Si le milieu reste inchangé la poudre de zinc est ajoutée pour jouer le même rôle que le nitrate 

réductase vis-à-vis des nitrates. 

 Coloration rouge : il y a transformation des nitrates en nitrites par le zinc. La bactérie ne 

possède pas cette enzyme.  

 Pas de coloration : les nitrates sont transformés par la bactérie au-delà des nitrites. La 

bactérie possède cette enzyme (Dimri et al., 2020). 

 Etude de la voie d’attaque des glucides (MEVAG) 

Ce test est effectué sur le milieu MEVAG afin de déterminer le type de métabolisme glucidique 

(fermentaire ou oxydative). Deux tubes de milieu MEVAG ont été utilisés, l’ensemencement a 

été effectué par piqûre centrale à l’aide d’une pipette Pasteur, l’un d 'eux était couvert par l’huile 

de vaseline pour créer l’anaérobiose. L’incubation a été faite à 37°C pendant 24h. 

 Si les deux tubes restent inchangés, la bactérie ne peut donc pas fermenter le glucose, le 

métabolisme est inerte.  

 Si dans le tube anaérobie, il n’ya pas de culture et pas d’acidification, et dans le tube 

aérobie il y a une acidification modérée, généralement le haut du tube est jaune et le reste 

inchangé on parle donc d’un métabolisme oxydatif. 
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 Si les deux tubes sont jaunes, il y a donc acidification dans les deux tubes, la bactérie a 

un métabolisme fermentatif et oxydatif du glucose.  

 Si le tube avec l’huile seulement est jaune, il y a acidification il s’agit donc d’un 

métabolisme fermentatif.  

 Si le haut du tube est bleu, les bactéries sont inertes au glucose il y a donc utilisation des 

peptides comme source d'énergie (Haque, 2022). 

 Mise en évidence de l’utilisation du glucose, du lactose et de la production d’H2S et 

du gaz 

Ce test est réalisé sur le milieu TSI. Nous avons ensemencé la surface de la pente de la gélose 

par stries serrées et le culot par piqure centrale. La lecture se fait après 24 h d’incubation à 37°C. 

 Pour la fermentation du glucose un résultat positif se traduit par une coloration jaune du 

culot.  

 Pour la fermentation du lactose ou du saccharose, la pente inclinée prend une coloration 

jaune (lactose/saccharose fermenté).  

 La production du gaz se traduit par un décollement de la gélose.  

 La formation d’H2S se traduit par une coloration noire entre le culot et la pente ou le long 

de la piqure (Haque, 2022). 

 Mise en évidence de la production d’acides mixtes et d’acétyle-méthyl-carbinol 

(acétoïne)  

Les deux tests ont été effectués dans le bouillon Clark et Lubs .Deux tubes de ce dernier ont été 

inoculés par une goutte d’une suspension bactérienne. Après 18h à 37°C, chaque tube sert à 

révéler une des 2 voies : 

 Voie des acides mixtes : Addition d’une goutte de rouge de méthyl (test au RM). 

 Voie Butylène-Glycolique : l’ajout d’une goutte de la solution alcoolique d’α-naphtol 

(VP1) et une goutte d’une solution aqueuse de soude (VP2).  

Un résultat positif se traduit par l’apparition d’une coloration rose cerise pour les deux tests 

(Dimri et al., 2020). 

 

 



2. Matériel et Méthodes 

 

 22 

 Production d’indole 

La culture est effectuée dans une eau peptonée exempte d’indole ou dans le milieu Urée-indole. 

La lecture se fait après incubation à 37°C pendant 24h, l’indole produit est révélé par le réactif 

de Kovacs. L’apparition d’un anneau rouge, indique une réaction positive (Dimri et al., 2020). 

 Utilisation du citrate comme seule source de carbone 

Ce test est réalisé sur le milieu de Simmons avec ensemencement par stries serrées sur la surface 

de la gélose. La lecture se fait après incubation à 37°C pendant 24h. Une culture bactérienne 

abondante avec bleuissement du milieu démontre l’utilisation de citrate (Haque, 2022). 

2.3.4. Standardisation 

La connaissance de la charge de l’inoculum reste primordiale pour la fiabilité de chaque test. Un 

ml (1ml) de la culture bactérienne A1 a été inoculé dans 10 ml de bouillon nutritif, puis incubé 

à37°C pendant 24 h; au terme d’incubation, la DO a été ajustée jusqu'à 0.12 (600nm). 

2.3.5. Préparation de l’inoculum 

Des colonies de la souche à tester ont été ensemencées dans un flacon de 200 ml contenant 5 ml 

de BN (annexe 05). L’incubation a été effectuée dans l’étuve à 37°C pendant 18 h. La culture a 

été centrifugée dans des eppendorfs à 6000rpm pendant 10 min. Le lavage du culot a été effectué 

par une solution de PBS. Une deuxième centrifugation a été faite à 6000 rpm pendant 10 min. Le 

culot a été récupérer par PBS et on a ajustée la DO à 0.12. 

2.4. Effet de quelques paramètres sur la croissance de la souche A1 et la biodégradation de 

l’APAP 

2.4.1. Effet de la variation de la concentration de l’APAP sur la croissance de la souche A1 

Dans quatre erlenmeyers stériles de 100 ml contenant 19 ml de milieu liquide MMM additionné 

de différentes concentrations d’APAP ; 10mg/L, 50mg/L, 100mg/L, 500mg/L comme seule 

source de carbone et d’énergie, un volume de 1 ml de l’inoculum (DO 0.12) a été ajouté, les 

erlenmeyers ont été recouvert par du papier aluminium pour éviter la photodégradation et fermés 

par des bouchons en coton couverts de gaze pour permettre le maintien des conditions aérobies. 

L’incubation était faite dans l’étuve à agitation (INFORS HT Ecotron)  à 150 rpm pendant 48 h 

avec mesure de l’absorbance à 600 nm (comme indicateur de la croissance) chaque 24 h. Après 

48h la méthode colorimétrique a été utilisé pour estimer le pourcentage de dégradation de 
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l’APAP sous l'influence de différentes concentrations, pour cela un échantillon de 2ml a été 

prélevé et centrifugé à 14000 rpm pendant 20 minutes avant d’être testé (Palma, 2018 ; 

Chopra et Kumar, 2020). 

2.4.2. Effet de la variation du pH initial sur la croissance de la souche A1 

Dans quatre erlenmeyers contenant 19ml de milieu MM, le pH initial a été ajusté à 5, 6, 7 et8 

puis additionné d’une concentration de 50 mg/L de l’APAP. Par la suite, les erlenmeyers ont été 

inoculés par 1 ml d’une culture jeune (18 h d’incubation) de la souche A1 Les flacons ont été 

recouverts par du papier d’aluminium pour éviter la photodégradation, fermés par le coton 

couvert de gaze pour permettre le maintien des conditions aérobies et incubé à 37°C pendant 48h 

sous agitation (150 rpm). La DO a été mesuré à 600 nm chaque 24 h. Après 48h la méthode 

colorimétrique a été utilisée pour estimer le pourcentage de dégradation de l’APAP sous 

l'influence de différents pH, pour cela et à partir de chaque culture, un échantillon de 2ml a été 

prélevé et centrifugé à 14000 rpm pendant 20 minutes avant d’être testé (Aissaoui et al., 2017b ; 

Chopra et Kumar, 2020 ). 

2.4.3. Effet de la concentration cellulaire de l'inoculum sur la croissance de la souche A1 

Dans trois erlenmeyers contenant 19ml du milieu MM, le pH a été ajusté à 7, puis additionné 

d’une concentration de 50 mg/L d’APAP. Par la suite, chaque erlenmeyer a été inoculé par 1 ml 

d’une culture jeune de la souche bactérienne A1 (18 h d’incubation) contenant 104, 106 et 

108UFC/ml, respectivement. Les flacons ont été recouverts par du papier d’aluminium pour 

éviter la photodégradation, fermés par le coton couvert de gaze pour permettre le maintien des 

conditions aérobies et incubé à 37°C pendant 48 h sous agitation (150 rpm). La DO a été mesuré 

à 600 nm chaque 24 h. Après 48h la méthode colorimétrique a été utilisée pour estimer le 

pourcentage de dégradation de l’APAP sous l'influence de différentes concentration cellulaire de 

l'inoculum. 

2.4.4. Effet de la variation de temps sur la croissance de la souche A1 

Dans un erlenmeyer stérile de 100 ml contenant 19 ml du milieu liquide MMM, le pH a été 

ajusté à 7 puis additionné de concentration de l’APAP 50 mg/L, un volume de 1ml d’inoculum 

(108UFC/ml) a été ajouté. L’erlenmeyer était recouvert par du papier aluminium pour éviter la 

photodégradation et fermé par le coton couvert de la gaze pour permettre le maintien des 

conditions aérobies. L’incubation a été faite dans l’étuve à agitation à 150 rpm pendant 96 h avec 

mesure de l’absorbance à 600 nm (comme indicateur de la croissance) chaque 24 h. 

Parallèlement, et à partir des flacons d’échantillons de chaque temps (T0, T24, T48, T72, T96) de 2 
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ml ont été prélevés, centrifugés à une vitesse de 14000 rpm pendant 20 min. Les surnageant ont 

été conservés au congélateur pour le dosage ultérieur de l’APAP par la méthode colorimétrique.  

2.4.5. Dosage de l’APAP par colorimétrie 

Dans cette expérience, nous avons utilisé la méthode colorimétrique pour détecter le pourcentage 

de dégradation de l’APAP par l’isolat A1. 250μl des surnageants collectés des cultures ont été 

mélangés avec 500μl d’acide trichloroacétique (15%) et centrifugé (Hettich ZENTRIFUGEN) 

jusqu’à formation d’un surnageant clair (6000 rpm pendant 05min). Après cela, 600μl du 

surnageant  a été transféré à un tube contenant 250μl de 6NHCl et 200μl de nitrite de sodium. 

Cette réaction produit de l’acide nitreux qui est neutralisé par l’addition de 500μl d’acide 

sulfamique (15%) et 1,250μl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (15%). Le spectrophotomètre UV 

(SHIMADZU) a été utilisé pour détecter l’absorbance du mélange finale à 240 nm (Chopra et 

Kumar., 2020). 

2.4.6. Calcul le taux de dégradation de l’acétaminophène (APAP)  

Pour estimer le pourcentage de dégradation de l’APAP après dosage colorimétrique (Chopra et 

Kumar, 2020), nous avons utilisé l’équation suivante :  

Taux d’élimination (%) = 
𝐶𝑜−𝐶𝑇

𝐶0
× (100) (Voir annexe IV). 

Où : C0 : absorbance à la concentration initiale de l’APAP  

CT : absorbance après l’incubation au temps T 
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3.1. Identification de l’isolat bactérien A1 

3.1.1.  Identification morphologique 

3.1.2. Observation macroscopique  

Les caractéristiques morphologiques observées comprennent la forme, la taille, la couleur, 

l'opacité, l’élévation, le contour, la surface de la colonie bactérienne et l’aspect des colonies ce 

qui nous permet d’effectuer une première caractérisation, avec une orientation possible des 

résultats au cours de l’identification (Yang et al., 2019).  

Le type de colonies de la souche A1 est caractérisé par un aspect aplatie, lisse, contours 

réguliers, une petite taille, forme ronde, avec une consistance crémeuse et une couleur 

transparente (voir annexe II). 

3.1.3. Observation microscopique 

Une observation au microscope optique (Motic) a été réalisée en lumière blanche, éclairage 

direct de la préparation (grossissement : objectif x100). Après une coloration de Gram, les 

cellules ont la forme de coque colorée en rose (Gram-) (voir annexe II). 

3.1.4. Identification biochimique de l’isolat bactérien A1 

D’après le tableau 04, les résultats des tests biochimiques effectués sur l’isolat A1 ont montré 

que la bactérie est immobile, aéro-anaérobie facultative, dépourvue d’une activité oxydase et 

possède une nitrate réductase et une catalase. 
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Tableau 04. Caractéristiques biochimiques de l’isolat bactérien du sol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Positive : + ; Négative : - 

Ces caractères d’identification ne sont pas suffisants pour une orientation précise vers le genre 

ou l’espèce des isolats, du fait qu’il existe d’autres tests clés dans l’identification qui n’ont pas 

été réalisés. 

Dans notre travail, nous avons comparé les caractères étudiés avec ceux des Genres bactériens 

publiés dans la 2ème édition du « Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology». Nous avons pu 

assimiler l’isolat au genre Acinetobacter sp. 

 

 

Tests A1 

Oxydase - 

Catalase + 

Mannitol + 

Mobilité - 

Citrate - 

RM + 

VP - 

TSI 

Glucose 

Lactose 

H2S 

 

- 

- 

+ 

MEVAG 

Ouvert 

Fermé 

 

+ 

+ 

Indole + 

ONPG - 
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3.2. Effet de la variation de la concentration de l’APAP sur la croissance bactérienne de la 

souche A1 

Le but de cette expérience est d’étudier la biodégradation de l’APAP en utilisant une souche 

bactérienne A1 isolée à partir du sol, d’estimer l’effet  de l'APAP sur sa croissance et de 

déterminer la concentration maximale tolérée par la souche. Une gamme de différentes 

concentrations croissantes de l’APAP a été utilisée, en partant de 10 mg/L, 50 mg/L, 100mg/L et 

500mg/L. Le test a été réalisé pendant 48h dans l’obscurité afin d’éviter la photodégradation du 

substrat. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau1 (Voir annexe III) et la figure 06. 

Figure 06. Effet de la variation de la concentration de l’APAP sur la croissance de la souche 

Acinetobacter sp.A1 incubée à 37° C sous agitation. 

Selon la figure 06 et le tableau 1(annexe III), on remarque qu’il y a une bonne croissance en 

présence de l’APAP aux différentes concentrations testées, certaines sont plus importantes que 

d’autres, ce qui indique que l'APAP pourrait favoriser la croissance des bactéries, et qu’il 

pourrait être dégradé par la bactérie. Une augmentation graduelle de la croissance de la souche 

A1 durant 24h, a été observée jusqu’à atteindre son maximum à 48h. La concentration de 500 

mg/L d’APAP, marque la DO la plus élevée (0,318). Quant à la concentration de 50 mg/L, elle a 

noté la valeur de DO la plus faible (0,248), cela indique une faible croissance cellulaire par 

rapport aux autres concentrations, ce qui peut être expliqué par la consommation de la seule 

source de carbone disponible dans le milieu comme a été rapporté par Palma et al., (2021). 

Concernant les concentrations 10 et 100 mg/L, la croissance bactérienne est qualifiée moyenne, 

avec des valeurs de DO de 0,316 et 0,293, respectivement. 

En se basant sur les résultats du taux d’élimination illustrés dans la figure 07, nous pouvons dire 

que, la souche A1 est capable de dégrader différentes concentration de l'APAP avec des taux 
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d’élimination différents.  L’APAP est partiellement biodégradé par la souche A1 avec un taux 

d’élimination d’environ 68.7% à une concentration initiale de 10mg/L et un taux maximal de 

74.8% à la concentration 50mg/L, cela est dû au fait que la bactérie pouvait tolérer les 

concentrations faibles de paracétamol. En revanche, le taux de biodégradation était très faible 

aux concentrations 100 et 500mg/L, nous les avons estimé à 12.5% et 6.3%, respectivement, ceci 

est probablement dû au fait que les bactéries à Gram négatif ne peuvent pas résister de fortes 

concentrations de paracétamol, contrairement aux bactéries à Gram négatif qui peuvent tolérer 

des concentrations très élevées de paracétamol (Zhang et al., 2013). D'après ces résultats, la 

concentration de paracétamol qui a donné le taux de dégradation le plus important est 50mg/L 

avec un pourcentage d'élimination d’environ 75%. Nos résultats sont proches de ceux rapportés 

par Zur et al., (2020)qui ont enregistré un dégradation complète en présence d’une souche de 

Pseudomonas moorei KB4. 

Figure 07.Variation du taux de biodégradation de l’APAP par la souche Acinetobacter sp.A1 en 

fonction de la variation de la concentration du médicament après 48h d’incubation à 37° C sous 

agitation.  

3.3. Effet de la variation du pH sur la dégradation de l’APAP par Acinetobactersp.A1. 

Le taux de dégradation du paracétamol a été testé en présence de la souche bactérienne 

Acinetobacter sp. A1en examinant l’effet des changements de pH dans l’intervalle de 5 à 8 

pendant 48 heures. 
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Figure 08. Effet de la variation du pH initial sur la croissance de la souche Acinetobacter sp.A1 

incubée en présence de 50 mg/L de paracétamol à 37° C sous agitation. 

D’après les résultats obtenus dans la figure 08 et le tableau 2 (annexe III), nous notons que la 

croissance de la souche commence dans les premières heures d’incubation, où nous avons 

enregistré des valeurs de DO allant de 0,101 à 0,127 pour atteindre une augmentation maximale 

de 0,189 après 48 heures.  

La figure 09 montre que le pourcentage le plus élevé de dégradation du paracétamol a été noté à 

un pH de 7 avec un taux de 70% par rapport aux autres valeurs de 38 %, 68 % et 52 % 

correspondant respectivement à des pH de 5, 6 et 8, après 48 heures, ces résultats confirment la 

présence d’un effet du pH sur la dégradation et la décomposition du paracétamol (Hu et al.,2012 

; Chopra et al., 2020). 

Figure 09.Variation du taux de biodégradation de l’APAP par la souche Acinetobacter sp. A1en 

fonction de la variation du pH après 48h d’incubation à 37° C sous agitation. 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0.2

0 24 48

D
O

 à
 6

0
0

n
m

Temps(h)

pH=05

pH=06

pH=07

pH=08

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

Ph=5 pH=6 pH=7 pH=8

T
a
u

x
 d

e 
d

ég
er

d
a
ti

o
n

%

pH



3. Résultats et Discussion 

 

 31 

La capacité accrue internaliser les polluants organiques par les cellules bactériennes est liée à la 

structure et aux propriétés des membranes cellulaires et à leur morphologie. Le pH est un facteur 

important qui affecte directement cette capacité en modifiant la structure des enzymes et des 

molécules de substrat et en changeant ainsi les interactions électrostatiques entre le médicament 

et la surface de la cellule vivante, ce qui à son tour conduit à affecter le processus d’absorption et 

la toxicité des polluants. La plupart des bactéries se développent mieux à pH neutre ou proche de 

celui-ci car il est considéré comme le pH optimal pour la production de l’énergie nécessaire à la 

respiration cellulaire et à l’augmentation de la perméabilité des membranes ainsi qu’à l’activité 

de certaines enzymes sensibles à ses modifications. D’autre part, le paracétamol possède en 

milieu alcalin une propriété importante, sa valeur de pKa qui est de 9.5, ce qui le rend présent 

sous la forme non ionique donc il a été remarqué qu’il se convertissait sous forme de phénols 

(RO-) lorsque le pH est élevé et la formation de la forme protonique (ROH) avec des niveaux de 

pH faibles (Zhang et al., 2013 ; Żur et al., 2018).  

2.3. Effet de concentration de l’inoculum sur la biodégradation du paracétamol par 

Acinetobacter sp.A1 

Le but de ce test est d’évaluer la capacité de la souche bactérienne Acinetobacter sp.A1 à 

éliminer le paracétamol à différentes concentrations d’inoculum 104, 106 et 108 UFC/ml et à 

étudier l’effet de ce paramètre sur sa biodégradation. 

Selon la figure 10 et le tableau 3 les résultats montrent que la croissance de la souche A1 est 

élevée au cours des premières 24 heures d'incubation où sa valeur maximale de la DO est de 

0,466 lorsque la concentration cellulaire de l'inoculum est égale à 108UFC/ml. Tandis que pour 

les concentrations 106 et 104 la croissance bactérienne est qualifiée moyenne, avec des valeurs de 

DO de 0,335 et 0,362, respectivement. 
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Figure 10. Effet de la variation de la concentration de l’inoculum sur la croissance de la souche 

Acinetobacter sp. A1 incubée en présence de 50 mg/L de paracétamol à pH 7 à 37° C sous 

agitation. 

Après 48h, nous avons remarqué d’après la figure 11 et le tableau 3 (Annexe III) une diminution 

significative du taux de croissance avec des valeurs de 0.091 pour la concentration de 

108UFC/ml, 0.080 pour la concentration de 106 UFC/ml et 0.078 pour la concentration de 

104UFC/ml.  

Nous avons remarqué d’après la figure 11 une dégradation partielle du paracétamol à un 

pourcentage égale à 71% en présence d’une concentration cellulaire avoisinant les 108UFC/ml, 

toutefois, des taux de biodégradation moyens ont été notés lorsque la concentration en cellule de 

l’inoculum est égale à 106 UFC/ml et 104UFC/ml avec des pourcentages de 49 % et 44 %, 

respectivement. La dégradation biologique des composés organiques polluants l'environnement 

est lié à plusieurs facteurs, dont la concentration de médicament dans le milieu et la capacité des 

microorganismes à s'y adapter (Edrees et al., 2017). 
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Figure 11.Variation du taux de biodégradation de l’APAP par la souche Acinetobacter sp. A1 en 

fonction de la variation de la concentration cellulaire de l’inoculum après 48 h d’incubation en 

présence de 50 mg/L de paracétamol à pH 7 à 37° C sous agitation. 

La dégradation du paracétamol dépend en grande partie de la production de la biomasse 

microbienne. La taille de l'inoculum est un facteur important pour atteindre de meilleurs taux de 

tolérance et de biodégradation du paracétamol qui augmentent linéairement avec l'augmentation 

de la quantité de biomasse initiale. La production importante de biomasse contribue à augmenter 

la capacité de ces micro-organismes à décomposer et à se débarrasser des polluants 

pharmaceutiques en augmentant leur absorption biologique, qui est un mécanisme dominant dans 

la dégradation biologique à long terme (Wolski et al., 2006;Liu et al., 2018 ). 

Effet de la variation du temps d’incubation sur la croissance de la souche Acinetobacter sp. 

A 1 

L’effet du temps d’incubation sur la croissance de la souche Acinetobacter sp. A 1a été évalué 

pendant 96h dans l’obscurité. Les résultats de la croissance de la souche A1 en présence de 

l’APAP à une concentration de 50 mg/L ont été suivis par mesure de la DO après chaque 24h (t0, 

t24, t48, t72 et t96h). La figure 12 montre les résultats obtenus. 
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Figure 12. Effet de la variation du temps d’incubation sur la croissance de la souche 

Acinetobacter sp.A1et sur la biodégradation de l’APAP en présence de 50 mg/L de paracétamol 

à pH 7 à 37° C sous agitation. 

La figure 12 et le tableau 4 (annexe III) tableau 4 montrent qu’il y a une croissance de la souche 

présente dans le milieu MMM contenant50 mg/L de paracétamol. Ceci indique que cette souche 

a la capacité de l’utiliser, le biodégrader et/ou le minéraliser. On remarque aussi que la 

croissance de la souche sélectionnée varie et augmente en fonction du temps. La mesure de la 

DO pour la souche A1 correspond à 0.03 en t0, 0.111 en t24, 0.085 ent48, 0.083en t72 et 0.082 en 

t96. 

La croissance bactérienne de la souche A1 a atteint son maximum après 24h. Ces résultats 

indiquent que le temps favorise la croissance de la souche A1 donc la concentration de l’APAP 

n’a aucun effet négatif sur la souche A1.  

Une diminution de la croissance bactérienne a été observée après 24h d’incubat ion jusqu'à 

atteindre 0.072 à 96h, ceci est probablement dû à l’accumulation postérieure des résidus 

métaboliques produits par la bactérie devenant des composés dangereux dans le milieu ou à une 

déficience des nutriments dans le MMM ou à un changement des conditions physicochimiques 

qui deviennent défavorables ce qui causer une mort de la bactérie A1. 

En se basant sur les résultats du pourcentage de biodégradation illustrés dans la figure 12, nous 

pouvons dire que, la souche est capable de dégrader l'APAP avec des taux de dégradation élevés  

de 66% et de 71% après 24h et 48h, respectivement. Après 72h, il atteint son maximum avec un 

pourcentage égal à 75%, de plus, et après 96h il diminue jusqu’à 72%. Donc le temps 72h est 

favorable à la biodégradation puisqu’il présente le pourcentage de dégradation le plus élevé. Ces 
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données peuvent être soutenues par Edrees et al., (2017) qui ont utilisé la souche Pseudomonas 

sp ST-1 pour une éventuelle biodégradation du paracétamol comme seule source de carbone et 

d’énergie. Ils ont enregistré un taux de dégradation d’environ 76,8 % en 72 h. 
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Dans cette étude, nous nous sommes concentrés sur l'optimisation de quelques conditions de 

culture pour la biodégradation du paracétamol par une culture bactérienne préalablement isolée à 

partir du sol et fournie par le laboratoire de Toxicologie Moléculaire de l’Université de Jijel.  

L'isolat A1 est une cocci à Gram négatif, identifié par des tests biochimiques comme étant une  

Acinetobacter sp Cette souche est capable de croitre dans un milieu minéral minimum en 

présence de paracétamol comme seule source de carbone et d’énergie. Les conditions idéales 

pour la biodégradation du paracétamol par la souche Acinetobacter sp étaient une concentration 

cellulaire d'inoculation de 108 UFC/ml, une concentration de substrat (paracétamol) de 50 mg/ml 

et un pH initial de 7,0 pendant une période de 72h à 37°C sous agitation. 

L’analyse du surnageant bactérien par la méthode colorimétrique a montré que le taux 

d’élimination du paracétamol (50 mg/ml) par la souche Acinetobacter sp.A1était égal à75%. 

Dans cette étude, les informations obtenues sont utiles pour développer un procédé de culture 

d’Acinetobacter sp.A1 pour une biodégradation efficace de l'acétaminophène à grande échelle et 

ouvre un champ sur de nombreuses perspectives de recherche ayant pour objectif une sa 

décomposition biologique optimale et sans résidus secondaires, ceci peut être réalisé par les 

moyens suivants : 

 Déterminer les voies métaboliques impliquées dans la biodégradation du paracétamol. 

 Identifier les métabolites intermédiaires pour évaluer leur toxicité éventuelle et la 

possibilité de les dégrader par Acinetobacter sp. 

 Compréhension approfondie d’autres genres et espèces microbiens et de leur réponse à 

l'environnement et aux polluants, et sélection des plus efficaces. 

 Augmenter la performance des souches par optimisation des conditions optimales de 

culture de la concentration, le pH, le volume d'inoculum, la ventilation, et même les 

modifications génétiques telles que les mutagenèses qui amélioreront les performances 

des souches et donneront des taux de dégradation plus élevés. 

 Intégrer des procédés physico-chimiques et biologiques pour favoriser la décomposition 

et essayer de les appliquer au niveau des sites de pollution tels que les stations 

d'épuration afin de réduire le coût de traitement. 
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Annexe I 

Composition du milieu minéral minimum 

pH 7.0 ±0.2 

Composition du Milieu PBS 

pH 7.0± 0.2 

Constituants g/L 

K2HPO4 1.60 

KH2PO4 0.40 

MgSO4.7H2O 0.20 

CaCl2.2H 2O 0.03 

Fe cl3.6H2O 0.02 

NH4NO3 0.50 

extrait de levure 0.50 

Constituants g/L 

KCl 0.20 

K2HPO4 0.24 

Na2HPO4 1.44 

NaCl 08 



Composition de la gélose nutritive 

Constituants g/L 

Peptone 5,00 

Extrait de viande de 

bœuf  

3,00 

Chlorure de sodium 5,00 

Agar-agar 15,00 

pH 7,3 ±0,2à 25°C 

Composition du bouillon nutritif 

Constituants g/L 

Tryptone 10,0 

Extrait de viande 5,0 

Chlorure de sodium 5,0 

pH 7,2 ± 0,2 à 25°C 

Composition du bouillon nitrate 

Constituants g/L 

Peptone de viande 10,0 

Extrait de viande 5,00 

Chlorure de sodium 5,00 

Nitrate de potassium 1,00 

pH 7,2 



Annexe II 

Photographie de l’aspect macroscopique de la bactérie A1. 

Photographies de l’aspect microscopique (coloration de Gram) de bactérie A1 

(Gx100). 



Annexe III 

1. Cinétique de croissance de la souche A1 sous différentes concentrations.

DO à 600nm 

Concentrations 10 50 100 500 

T0 0.015 0.018 0.020 0.020 

T24 0.221 0.201 0.273 0.155 

T48 0.316 0.248 0.293 0.318 

2. Cinétique de croissance de la souche A1 à différents pH.

DO à 600nm 

PH 05 06 07 08 

T0 0.019 0.017 0.016 0.016 

T24 0.101 0.115 0.127 0.081 

T48 0.108 0.143 0.129 0.189 

3. Cinétique de croissance de la souche A1 à différentes concentrations cellulaires d’inoculum.

DO à 600nm 

Taille de l’inoculum 108 106 104 

T0 0.045 0.007 0.0067 

T24 0.466 0.335 0.362 

T48 0.091 0.080 0.078 



4. Cinétique de croissance de la souche A1 à différentes concentrations cellulaires d’inoculum.

DO à 600nm 

Temps T0 T24 T48 T72 T96 

DO 600 nm 0.03 0.111 0.085 0.083 0.072 

Annexe IV 

Courbe d’étalonnage de la croissance. 

Courbe d’étalonnage de la dégradation par la méthode colorimétrique 

y = 0.0018x - 0.0183
R² = 0.9538
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Thème 

Etude de l’influence de quelques conditions de culture sur la biotransformation de 

l’acétaminophène par des bactéries isolées du sol. 

Résumé 

L'acétaminophène (paracétamol, APAP) est l'un des polluants pharmaceutiques les plus courants dans 

l'environnement et a été classé parmi les polluants organiques émergents (POE). Sa concentration dans notre 

environnement n'est pas seulement nocive pour l'écosystème, mais aussi pour les êtres humains. Afin 

d'améliorer la biodégradation de l'acétaminophène par une bactérie isolée du sol, les effets de la concentration 

du médicament, de la taille d'inoculation, du temps d’incubation et du pH initial ont été étudiés. L'isolat 

choisis est une cocci Gram négatif. L'identification de la souche à Gram négatif a été réalisée par macro-

galerie. La bactérie isolée Acinetobacter sp.A1 a une capacité remarquable de croitre dans le milieu minéral 

minimum en présence du paracétamol comme seule source de carbone et d’énergie. Cette dernière a montré 

un taux de biodégradation maximal lorsque l’inoculum comporte 108UFC/ml, la concentration du substrat est 

de 50mg/ml, pH initial 7,0 après72 h d’incubation à 37°C. Selon la méthode colorimétrique, le taux 

d’élimination du paracétamol après 72 h par la souche Acinetobacter sp.A1 est d’environ 75%. 

Mots clés : Biodégradation, Acétaminophene, Acinetobacter sp, Optimisation 

Abstract 

Acetaminophen (paracetamol, APAP) is one of the most common pharmaceutical pollutants in the 

environment and has been classified as an emerging organic pollutant (EOP). Its concentration in our 

environment is not only harmful for the ecosystem, but also for human beings. In order to improve the 

biodegradation of acetaminophen by bacteria isolated from soil, the effects of drug concentration, inoculation 

size, incubation time and initial pH were studied. The selected isolate is Gram-negative Cocci. The 

identification of the Gram-negative strain was carried out by macro-gallery. The isolated bacterium 

Acinetobacter sp.A1 has the ability to grow in the minimum mineral medium MMM in presence of 

paracetamol as the sole source of carbon and energy. The latter showed a maximum biodegradation when the 

inoculation size was108 CFU/ml, concentration of paracetamol was 50mg/ml, with an initial pH of 7.0 after 

72h of incubation at 37°C.Based on the colorimetric method, the paracetamol elimination rate after 72 h by 

Acinetobacter sp.A1was approximately 75%. 

Key words: Biodegradation, Acetaminophen, Acinetobacter sp, Optimization.

 ملخص

ناشئ  عضوي لوثم أنه على تصنيفه تم وقد البيئة في شيوعا الصيدلانية الملوثات كثرأ ( أحدAPAPالأسيتامينوفين )باراسيتامول، يعد

(EOPتركيزه .) بواسطة لأسيتامينوفينلأمثل  حيوي الحصول على تحلل أجل للبشر. من أيضًا ولكن البيئي بالنظام ضارًا ، فقط ليس بيئتنا في 

 المختارة مدة الحضن. العزلة الأولي وكذلك والرقم الهيدروجيني اللقاح و تركيز الدواء تركيز تأثير دراسة ،تمت التربة من المعزولة البكتيريا

 .Acinetobacter sp المعزولة البكتيريا تمتلك الكيموحيوية. الإختبارات بواسطة A1جنس العزلة تحديد الجرام. تم مكورة سالبة عبارة عن

 حيوي ة تحللنسب أقصى والطاقة. تم تسجيل للكربون وحيد كمصدر الباراسيتامول وجود فيMMM  معدني أدنى وسط في النمو على القدرة

يني و رقم هيدروجمجم / مل من الدواء، 50مل،وفي وجود تركيز  في وحدة تشكيل المستعمرات 810اللقاح مساو ل تركيز خلايا استعمال عند

 بواسطة ساعة 72بعد  لالباراسيتامو إزالة نسبة فإن  اللوني القياس لطريقة م. وفقًا°37ساعة من الحضن في درجة حرارة  72خلال 7.0أولي 

 ٪.75بلغ حوالي  Acinetobacter sp.A1 سلالة

التحلل البيولوجي، الاسيتامينوفان، الكلمات المفتاحية:  Acinetobacter sp ، تحديد ظروف الحضن المثلى.


