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Le présent travail consolide la réduction des métaux par voie microbienne, notamment la transformation de
’oxyde de fer (Fe;Os3) en FeO. Etant donné que la quantité de fer réduite Fe (I1) est notable dans le 1¢ lot de
latérite ou lot témoin n’ayant subi aucun traitement, parce que pendant une durée d’incubation de 28 jours, le
pourcentage en Fe (II) s’éléve de 6,5 a 95% (résultat du suivi de D.0O.). Alors que dans le 2¢™ lot de latérite
stérilisé initialement, pendant la méme durée d’incubation de 28jours, le pourcentage en Fe(ll) est stationnaire a
6,5%. Ces deux faits contradictoires mettent en exergue que la réduction du fer des latérites est I’apanage exclusif
des microorganismes vivants en leur sein. Les avantages de cette technique sont multiples, en effet la réduction
par voie microbiologique s’effectue a température de 30°C proche de la température ambiante, elle est donc non
énergétivore et non fumigene, comparée a la réduction par voie chimique et industrielle de 1’ordre de 1500°C,
voire méme plus et fumigéne. Cette derniére induit alors des nuisances a ’environnement. Nous avons optimisé
aussi 1’échéance ou la durée de réduction microbienne, la durée minimale est de 16 jours pour que la réduction
soit achevée.

Mots clés : réduction, microbienne du fer, non énergétivore, non fumigene.
SUMMARY

This work consolidates the reduction of metal microbial, especially the transformation of the iron oxide (Fe,O3)
FeO. Since The amount of reduced iron Fe (I1) is notable in the first batch of laterite or control group having
undergone no treatment, because during an incubation period of 28 days, the percentage of Fe (1) s pupil of 6.5
to 95% (result of monitoring DO). While in the second batch of laterite initially sterilized during the same
incubation period of 28 days, the percentage of Fe (ll) is stationary to 6.5%. These two contradictory facts
highlight that the reduction of iron laterites is the exclusive prerogative of live microorganisms within them. The
advantages of this technique are numerous, indeed the reduction is carried out microbiologically at a temperature
of 30 ° C near room temperature, it is not energy intensive and smokeless, compared to the reduction by chemical
and industrial way of order of 1500 ° C, and even more smoke. The latter cause a nuisance to the environment.
We also optimized the maturity or microbial reduction time, the minimum period is 16 days for the reduction is
complete.

Keywords: reduction, microbial iron, not energy intensive, smokeless.

1. INTRODUCTION

Les réactions de réduction par voie chimique et industrielle des métaux sont souvent trés énergétivores et
fumigenes. En effet, elles s’effectuent a des températures trés élevées de I’ordre de 1500°C, il est indéniable alors
qu’elles pourraient générer des nuisances et pollutions pour I’environnement. Par ailleurs, diverses considérations
fondées sur la bibliographie (Morin D., 2013) et les propres observations de notre équipe sur terrain pendant
plusieurs années, ont conduit a I’hypothése que les microorganismes peuvent effectuer une réduction des métaux,
cas des murs traditionnels malgaches (tambohon’ny Ntaolo), nodules sous-marins, pourtant nous n’avons pas
encore une compréhension technique suffisante (Randriana N. R. F., 1994). Tous ces faits évoqués nous ont
poussés a apporter notre modeste contribution a la résolution des problémes susvisés, par le biais de cette
recherche qui s’intitule : « Etude de la réduction microbienne de ’oxyde de fer dans les latérites ». Ainsi,
dans le présent travail nous nous sommes fixés aux objectifs suivants :

e Mettre en évidence la réduction microbienne du fer dans les latérites par dosage du Fe(ll) formé

e Optimiser la durée de la réduction microbienne.
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2. MATERIELS
2.1. L’étuve biologique

C’est une enceinte thermostatée de laboratoires (salle de culture cellulaire). Elle est généralement réglée a 37 °C
et équipée d'une arrivée de CO- et d'un bac d'eau pour obtenir une atmosphere a 5 % de CO- et environ 80 a 85 %
d'humidité. L’enceinte est faite en acier inoxydable et équipée d'une double porte. L'incubateur est muni de divers
boutons de réglage. Certains, outre la température, sont capables de réguler d'autres paramétres, tels I'nygrométrie,
la composition gazeuse de la chambre, etc.

2.2. Le spectrophotomeétre UV. Visible

Le spectrophotométre UV. Visible de Modéle KFK-3 que nous avons utilisé est destiné a une analyse clinique et
chimique des solutions.

Il sert a mesurer I’absorbance ou la densité optique (D.O) d’une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espece est concentrée, plus elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalité énoncées par la loi de Beer-
Lambert. La densité optique est déterminée par un spectrophotomeétre préalablement étalonnée sur la longueur
d’onde d’absorption de I’espéce chimique a étudier (ENCPB, 2002).

2.3. Composition chimique de I’échantillon de latérite sur lequel I’étude de I’influence de la réduction a été
réalisée
Tableau 01 : Composition chimique de 1’échantillon de latérite de I’expérimentation

OXYDE COMPOSITION (%)
Humidité 0,7
Perte au feu 12,0
Si O 40,6
Al,Os3 24,3
Fe 03 20
TiO; 2,3
CaO Traces
MgO Traces
TOTAL 99,9

(Source : Auteurs)

3. METHODES

3.1. Mise en évidence de la réduction microbienne.

L’étude de la réduction microbienne a été effectuée au LME/CNRE (laboratoire Microbiologique de
I’Environnement /Centre National de Recherche sur I’Environnement), pour ce faire, nous avons utilisé 2
méthodes :

3.1.1. Utilisation de la chaleur

Lot 1: latérite normale n’ayant subi aucun traitement (Témoin).

Lot 2: latérite stérilisée a la chaleur pendant 1 heure et & une température de 180°C

L’intérét de cette méthode réside dans la rapidité de 1’éradication des germes présents dans 1’échantillon,
ainsi au cas ou la réduction biologique ne se manifesterait plus dans cet échantillon apres stérilisation, il sera
prouvé que ladite réduction est bien ’action des micro-organismes.

Néanmoins, cette méthode thermique présente un inconvénient. En effet, certains constituants du sol
seraient modifiés par la cuisson et il est probable que ces modifications auraient des impacts directs sur la
réduction biologique du fer
(Munch J.C. et Ottow J.C.G., 2010)

3.1.2. Utilisation d’antibiotique (eau oxygénée)
Lot 1: latérite normale n’ayant subi aucun traitement (lot témoin).
Lot 2: latérite, ayant subi une stérilisation a I’eau oxygénée 5 % pendant 72 heures

Ces deux lots sont ensuite placés dans une étuve a 30°C pendant 28 jours, mais a des intervalles réguliers,
des prélévements sont effectués et la densité optique (D.O.) est lue au spectrophotométre.

L’intérét de cette méthode consiste a conserver la texture et la structure du sol. Toujours est-il que cette
méthode est longue.
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3.2. Etude quantitative de la réduction biologique du fer
En vue de déterminer le pourcentage du fer réduit en fonction de la durée d’incubation, et ce, dans un
souci de fiabilit¢ des résultats, nous avons choisi d’utiliser paralléelement deux méthodes par analyse
colorimétrique :
o L a méthode de Kazarinova-Oknina, modification Kopteva au moyen de o a-dipyridile (C1oHsN2).
e La méthode de suivi de la densité optique (D.O.) en fonction de la durée d’incubation moyennant un
spectrophotométre K.F.K.3. La longueur d’onde utilisée est A = 400 nm.

3.2.1. Evaluation du fer sous oxydé Fe(ll) et oxydé Fe(lll) dans les extraits d’échantillon de latérite selon la
méthode de Kazarinova-Oknina, modification Kopteva ( AFES, 2008) (Méthode 1)
Description de la méthode
Dans les limites de pH=3,5-8,5, ’aa-dipyridile (C10HsN2) produit avec Fe?* un complexe soluble
de couleur rouge, dont I’intensité est proportionnelle a la concentration du fer dans la solution. Le complexe
ferrodipyridilique 2 [Fe?* (CioH10N2)s; formé résiste a I’oxydation et peut étre exploité pour les analyses
colorimétriques.
Conditions expérimentales
o [’échantillon de latérite dont 1’oxyde de fer est ramené a 20 %, est complétement immergé dans une solution
de saccharose 5%, | ‘ensemble est fermé hermétiquement en anaérobiose a 30°C pendant 28 jours dans une
étuve biologique de Type Tetty Fisherband.
¢ En vue d’une analyse colorimétrique, des prélévements ont été effectués réguliérement tous les 4 jours pendant
28 jours.

Mode opératoire
e Nous avons préparé un extrait, en prenant 5g de latérite et 50ml de solution 0,1N H,SOs (I’humidité de cet
¢échantillon de latérite est de 15 %, d’ou le coefficient pour convertir en sol sec est égal a 1,15) ;
e Mettre I’ensemble dans une fiole conique de 100ml, I’agiter pendant Smn puis filtrer ;
e Verser dans 1’éprouvette 5ml de filtrat, ce qui correspond a 0,5 g de latérite, ainsi 1ml de la solution analysée
corresponda C,=0,5/5=0,19;
e Comparer la couleur de la solution analysée dans I’éprouvette avec le tube a essai des solutions étalons.
La teneur en fer sous-oxydé Fe (11) de I’éprouvette est calculée d’aprés la formule :

?. 100.Ky,o = FeO g pour 100g de latérite (équation 01)
1

a; :estlaconcentration de FeO (en mg par ml) dans le
tube a essai de I’échelle des étalons avec lequel a
coincidé la coloration de la solution analysée dans
I’éprouvette.

¢, :estlacharge de la latérite correspondant a 1 ml de la
solution analysée dans I’éprouvette (C1=0,1 g)

100 :est le coefficient de réduction en sol sec, humidité 15
%, c’est a dire que Ky, = 1,15

Préparation de I’échelle des solutions étalons
Nous avons pesé sur une balance d’analyse 0,5462 g de sel de Mohr recristallisé FeSOas, (NH4)2 SOa. 6H20, le
mettre dans un ballon jaugé, le dissoudre en eau distillée bouillie acidifiée par 10 & 15 ml de solution & 10 % de
H2SOs4 et y ajouter de I’eau distillée de telle sorte qu’on obtienne les concentrations voulues ci- aprés (Comtes,
2005 ; Kaouritchev, 2010):
Tableau n°® 02 : Concentration des solutions étalons d’oxyde de fer (1)

N° tube a essai ai : concentration N° tub_e a1 : concentration
FeO en (mg / ml) a essai FeO (en mg / ml)

1 0,1 10 1,0

2 0,2 11 1,1

3 0,3 12 1,2

4 0,4 13 1,3

5 0,5 14 1,4

6 0,6 15 1,5

7 0,7 16 1,6

8 0,8 17 1,7

(Source Auteurs)



La teneur de la latérite d’ Ambohidratrimo en fer oxydée Fe (l11) est obtenue par soustraction :

% Fe (total) = % Fe (II) + % Fe (III)
% Fe (IIl) = %Fe (total) - % Fe (Il)  (équation 02)

—

3.2.2. Evaluation du fer sous-oxydé Fe(ll) et oxydé Fe(l11) dans les extraits de latérite selon la méthode de suivi
de densité optique (D.0.) a ’aide d’un spectrophotomeétre KFK3 (Méthode 2).

Description de la méthode
En supposant que la réduction biologique du fer est la conséquence de I’activité des micro-organismes.
Ainsi la croissance bactérienne sera proportionnelle a la quantité du fer ferreux produite. 1l en découle que le suivi
de I’enrichissement du milieu en Fe (II) en fonction de la croissance bactérienne sera une méthode fiable pour
étudier la réduction biologique du fer (Oshiki, 2013 ; Bo Thamdrup, 2000)

Conditions expérimentales
e [’échantillon de latérite est complétement immergé dans une solution de saccharose 5%, I’ensemble est fermé
hermétiquement en anaérobiose a 30°C pendant 28 jours dans une étuve bactériologique de type Tetty
Fisherband.
e Lalongueur d’onde utilisée est A =400 nm
e Des prélevements sont faits réguliérement tous les 4 jours, les densités optiques D.0 sont mesurees et
exploitées
Principe
Si C exprime la concentration d’une solution (Nombre de grammes par millilitre). Quand un rayon
lumineux de longueur d’onde donnée et d’intensité I, traverse cette solution sur une longueur [ (ou trajet optique
=1 cm), ’intensité du rayon transmis I, est tel que :

1
D.0 = Log I_o =¢&.C.l (loide Beer — Lambert)
1

A : est appelée absorbance de la solution ou extinction E ou encore densité optique (D.O.)

Mesure de densité optique (D.O.) ou absorbance

e Placer la solution X dans une cuve, mettre I’ensemble dans la chambre de mesure, fermer le volet, I’appareil
mesure la densité optique de 1’échantillon X, soit D. Oy cette valeur.

e Pour calculer la concentration de la solution X, il faut mesurer d’abord la densité optique d une solution étalon
E.

e Ecrivons 2 fois la loi de Beer-Lambert, ’une avec la solution étalon E et 1’autre avec la solution X de
concentration a déterminer (Lafont R., 2005) :

DO e —=Log Io = =.[E J.LL C 1
Ia

DO = =TLog o == [X]. 1L 27
Tz|

€1y = D o= - LE ]

20D I O > L1

[Z<1—-[E ] x D.O.x
—

IO e




4. RESULTATS

4.1. Résultats de la réduction biologique obtenus avec la méthode de Kazarinova-Oknina, modification
Kopteva.

Lot 1(lot Témoin) : Latérite n’ayant subi aucun traitement et contenant 20% d’oxyde de fer, immergée dans une
solution de saccharose 5%.

Tableau n°03: Pourcentage de réduction en Fe(Il) du lot 1 a I’échéance de 28 jours, évalué selon la méthode de Kazarinova-
Oknina, modification Kopteva

Durée n° du tube a % de réduct® en Fe (I1)

d’incubation | essai étalon 4 _

(en joun) . .100.Ky,o = FeO g

pour 100g de latérite

0j 1 0,1x100x1,15/0,01=1,15 5,75
4j 2 0,2x100x1,15/ 0,01=2,30 11,5
8j 2 0,2x100x2,30 / 0,01=2,30 11,5
12j 13 1,3x100x1,15/0,01 = 15 75
16j 16 1,6x100x1,15/0,01 =184 92
20j 16 idem 92
24 16 idem 92
28] 16 idem 92

(Source : Auteurs)
Lot 2: Latérite a 20% d’oxyde de fer, stérilisée initialement a I’eau oxygénée pendant 72 heures.

Tableau n°04: Pourcentage de réduction en Fe(Il) du lot 2 a I’échéance de 28 jours, évalué selon la méthode de Kazarinova-
Oknina, modification Kopteva

Duree n° du tube a 4 100.K,.o = FeO g % de réduct®

d’incubation | essai étalon Cq 2 en Fe(l1)

(en jour) pour 100g de latérite
0j 1 0,1x 100x 1,15/0,01=1,15 5,75
4j 1 idem 5,75
8j 1 idem 5,75
12j 1 idem 5,75
16j 1 idem 5,75
20j 1 idem 5,75
24j 1 idem 5,75
28 1 Idem 5,75

(Source : Auteurs)

a,; :estlaconcentration de FeO (en mg par ml) dans le tube a essai de 1’échelle des étalons avec lequel a
coincidé la coloration de la solution analysée dans 1’éprouvette.

¢, :estlacharge de la latérite correspondant & 1 ml de la solution analysée dans I’éprouvette (C1=0,1 Q)
100 : est le coefficient de réduction en sol sec, humidité 15 %, c’est a dire que Kp,o = 1,15

Remarques

Ces résultats affichés aux tableaux n°03 et 04 sont les moyennes des résultats de I’expérience de réduction répétées
au moins trois fois avec le méme mode opératoire.

(Ces deux lots de latérite, ont été soumis aux mémes conditions d’étuvage : anaérobie par immersion dans une
solution de saccharose 5%, T° = 30°C, pendant 28j).



4.2. Résultats obtenus avec la méthode de suivi de densité optique (D.O.)

Lot 1 : (lot témoin) Latérite n’ayant subi aucun traitement de stérilisation et contenant 20% d’oxyde de fer,
immergée dans une solution de saccharose 5%.

Tableau n°05: Pourcentage de réduction en Fe(Il) du lot 1 a I'échéance de 28 jours, évalué selon la méthode de suivi de D.O.

Durée n° du tube a essai % de réduct®
d’incubation étalon (D.0)peo en Fe (I1)
[FeO] = |[E] x D.0),
(en mg/ml)
0j 1 [FeO]=[0,1] [0,014 ]/ [0,011]= 0,13 6,5
4j 2 [ FeO]=[0,2] [0,068 ]/ [0,052]=0,26 13
8j 2 idem 13
12j 13 [FeO]=[1,3] [0,250 ]/ [0,210]=1,55 77,5
16j 16 [ FeO]=[1,6] [0,297 ]/ [0,250]=1,9 95
20j 16 idem 95
24j 16 idem 95
28j 16 idem 95

[E] : Concentration de la solution étalon E
(D.O.) FeO : Densité optique de la solution X de concentration inconnue
(D.O.) E : Densité optique de la solution étalon E

Lot 2 : Latérite a 20% d’oxyde de fer, stérilisée initialement a I’eau oxygénée pendant 72 heures.
Tableau 06: Pourcentage de réduction en Fe(Il) du lot 2 a ’échéance de 28 jours, évalué selon la méthode de suivi de D.O.

Durée n° du tube _ (D.0)reo d% de réduction en
d’incubation | aessai étalon [FeO] = [E] x 0.0); Fe (1)
(en mg/ml)
0j 1 [ FeO]= [0,1] [0,04 }/ [0,014]= 0,13 6,5
4j 1 idem 6,5
8j 1 idem 6,5
12j 1 idem 6,5
16j 1 idem 6,5
20j 1 idem 6,5
24j 1 idem 6,5
28j 1 idem 6,5
Remarques

Ces résultats affichés aux tableaux 05 et 06 sont les moyennes des résultats de 1’expérience de réduction répétées
au moins trois fois avec le méme mode opératoire.

(Ces deux lots de latérite, ont été soumis aux mémes conditions d’étuvage : anaérobie par immersion dans une
solution de saccharose 5%, T° = 30°C, pendant 28j).
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5. ANALYSES ET INTERPRETATIONS

La quantité de fer réduite Fe (I1) est notable dans le 1° lot de latérite ou lot témoin n’ayant subi
aucun traitement de stérilisation, parce que pendant une durée d’incubation de 28 jours, la quantité en Fe (I1)

s’éleve de 6,5 a 95% (résultat du suivi de D.O.)



Tandis que le 2°™ lot de latérite stérilisé initialement est insensible au phénoméne de réduction ; en
effet, pratiquement il ne réagit plus a ce phénomeéne, durant les 28 jours d’incubation, la quantité en Fe (I1) est
stationnaire a 6,5 %. La séparation des cellules bactériennes et de I'oxyde ferrique empéche presque complétement
la formation de Fe (l1).

Ces deux faits contradictoires nous montrent que la réduction du fer des latérites est I’apanage
exclusif des microorganismes vivants en leur sein (Berthelin J. et Kogblevi A., 1974).

Bien que les pourcentages de réduction obtenus avec les deux méthodes ne soient pas identiques,
les courbes présentent la méme allure : croissante de 0 a 16 jours, formation de pallier aprés cette échéance
(Kaouritchev, 2010). Ce fait nous conduit a admettre que le délai de 16 jours est minimum et exigible pour que la
réduction des latérites soit a terme.

Les résultats issus de la méthode de suivi de densité optique (D.O.) sont Iégérement supérieurs par
rapport a ceux de la méthode de Kazarinova-Oknina, modification Kopteva. Cette Iégére différence pourrait étre
attribuée a la précision de la méthode de suivi de densité optique (D.O.), faudrait-il rappeler que cette derniére est
basée sur la mesure de la longueur d’onde du milieu.

Cette action réductrice des microorganismes sur les oxydes ferriques peut s'expliquer de deux
facons. D'une part, une action indirecte s'exercerait, soit par des métabolites & caractére réducteur, soit par une
accumulation d'électrons dans le milieu, due a la croissance bactérienne en absence d'oxygene, c'est-dire par un
potentiel redox trés bas. D'autre part, un transfert de ces électrons et protons par l'intermédiaire d'enzymes
bactériennes (<< ferriréductase ») a partir des substrats organiques donneurs sur les oxydes ferriques est possible
en tant que mécanisme énergétique bactérien (formation d'ATP), les réactions chimiques ci-dessous résument ces
interprétations (Munch J.C. et Ottow J.C.G.2010).

minéralisatio

matiére organique e~ + H* + métaholites

ADP + Pi ATP
: FeOH + e— + H+ ferri réductas}_a Fe(l] + H,0

La couleur noiratre de latérite réduite peut étre expliquée par la réaction suivante (Morin D., 2013).

2Fe(OH); + Fe(IIl) + 2H,0 — Fe;(OH)g + 2H*
(gris-bleu)

Cette derniére réaction chimique représente un avantage écologique considérable, les composés
ferriques étant présents dans pratiquement tous les sols et sédiments.

En définitive, la réduction bactérienne du fer dans les latérites et les microsites saturés est une
réduction enzymatique et qui nécessite un contact direct oxydes-bactéries en vue du transfert de I'nydrogeéne, issu
du métabolisme, sur les oxydes ferriques accepteurs, De plus, le potentiel redox (Eh) d'un sol n'est que I'expression
de l'activité et des réactions métaboliques de la population microbienne, Les Eh mesurés sont la conséquence, et
non la cause des changements redox ( Grabow W.0.K., 2001; Munch J.C. et Ottow J.C.G., 2010).

6. CONCLUSION

Dans ce travail, nous avons étudié la réduction microbienne en milieu anaérobie du fer contenu dans les latérites.
Ladite réduction existe et elle est essentiellement 1’activité des microorganismes vivants en leur sein.

Dans les conditions (anaérobies par immersion dans une solution de saccharose de 5% et T°= 30°C), le délai ou
échéance de 16 jours s’avére minimum pour que la réduction soit a terme. Cette réduction par voie
microbiologique permet d’économiser de 1’énergie, car elle s’effectue a une température voisine de la température
ambiante, elle n’est pas aussi fumigéne de ce fait elle génére moins de pollutions et nuisances a I’environnement
(Haramato et al., 2001). Néanmoins son inconvénient est sa vitesse de réaction est lente. En somme, ces résultats
sont promoteurs mais nous souhaitons qu’il y ait des études complémentaires a celle-ci pour identifier les souches
microbiennes qui effectuent cette réduction.
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