REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Ecole Nationale Polytechnique

>

| it
T T R T e |
Ecoie Manonale Pohistague

Département de Génie de I’Environnement

Laboratoire de Bioingéniering et Génie des Procédés (BIOGEP)

M¢émoire de Projet de Fin d’Etudes

Pour I’obtention du dipléme d’ingénieur d’état en Génie de I’Environnement

Etude de la production de biosurfactants par
une souche de Pseudomonas aeruginosa dans un
bioréacteur

Roumaissa LAIEB
Sous la direction de : Mme. Nadia ABDI Professeur (ENP)
Mr. Djaber TAZDAIT MCB (UMMTO)
Présenté et soutenue publiquement le : 02/07/2018

Composition du jury :

Président : GRIB Hocine Professeur ENP
Examinateur : MAMERI Nabil Professeur ENP
Directeur : ABDI Nadia Professeur ENP
Co-Directeur : TAZDAIT Djaber MCB UMMTO

ENP 2018






REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Ecole Nationale Polytechnique

>

| it
T T R T e |
Ecoie Manonale Pohistague

Département de Génie de I’Environnement

Laboratoire de Bioingéniering et Génie des Procédés (BIOGEP)

M¢émoire de Projet de Fin d’Etudes

Pour I’obtention du dipléme d’ingénieur d’état en Génie de I’Environnement

Etude de la production de biosurfactants par
une souche de Pseudomonas aeruginosa dans un
bioréacteur

Roumaissa LAIEB
Sous la direction de : Mme. Nadia ABDI Professeur (ENP)
Mr. Djaber TAZDAIT MCB (UMMTO)
Présenté et soutenue publiquement le : 02/07/2018

Composition du jury :

Président : GRIB Hocine Professeur ENP
Examinateur : MAMERI Nabil Professeur ENP
Directeur : ABDI Nadia Professeur ENP
Co-Directeur : TAZDAIT Djaber MCB UMMTO

ENP 2018



Deédicaces

A ma trés chére mére.
A [a mémoire de mon pére.
A mes trés chers fréres et sceurs qui ne sont jamais venus a la vie.
A tous les membres de la famille CATEB et LABBADI.

A tous ceux_ qui m'ont soutenu et qui me soutient encore.



Remerciement

Tout d’abord, je tiens a remercier ALLAH, qui m’a donné la force, la patience et le courage
d’accomplir ce modeste travail.

Les premieres personnes que je tiens a remercier sont mes encadrants Mme. ABDI Nadia et
Ms. TAZDAIT Djaber. Je les remercie de m’avoir encadreé, orienté, aidé et conseillé tout au
long de ce travail.

Je remercie vivement les membres de jury : professeur GRIB Hocine et professeur
MAMERI Nabil de I’Ecole Nationale Polytechnique d’Alger pour leur présence et pour avoir

accepter d’examiner ce travail.

J’adresse mes sinceres remerciements a tous [’équipe pédagogique du département de génie

de ’environnement, particulierement les professeurs, qui m’ont fourni les outils nécessaires

a la réussite de mes études universitaires soit par leurs paroles, leurs écrits, leurs conseils ou
par leurs critiques.

Je remercie aussi ['ensemble des personnes du laboratoire de bioingénierie et génie des
procédes « BioGeP » Ms. KHERRAT, Ms. OUADEH, Mme. CHEMLEL, Mile.
HASNAOUI, et Mlle. HAMADOU, qui ont accepté a me rencontrer et répondre a mes
questions durant mes recherches.

Je voudrais également remercier [’ensemble du personnel du laboratoire de département du
génie chimique de [’Ecole Nationale Polytechnique d’Alger de m’avoir permis de réaliser le
test de la tension superficielle.

Je n’oublie bien évidemment pas mes camarades de formation et les remercie
chaleureusement pour tous ces agréables moments passés ensemble.

Un grand merci a ma mere « Zineb » et mon pere « Allaoua », pour leur amour, leurs
conseils ainsi que leur soutien inconditionnel a la fois moral et économique, qui m’a permis
de réaliser les études que je voulais.

Je désir aussi remercier toute la famille LAIEB, mes tantes, mes oncles, mes cousins et
cousines, mes amis et amies, qui n’ont cessé de m’encourager.

A la fin je tiens a remercier toutes les personnes qui ont contribuées de pres ou de loin a la
réalisation de ce mémoire.



:padlall
sl 8 ga (p A g aall 1) gm0 50 s ADDMs Al 3 4y sinll - shanadl ildaine 5] Al )l 038 Cans
Jsd ) e ey Gkl Sy eoall) dama ¢ 5 5Sslall) 050 S abeme Ay il LSS A (g el S5 Huelly
Hise geahaudl gl ¢ gie 9l 625 vie Ay padl WESD (8 Gk oo sall o (Guedll dle 5 L seall
OSar sl s alll e Wl g3 Jumia Al sai (f o g 1 Ll J gl o A il s jelal Dlaius)
)5 782 aiad &l O] e ae s SN il o sl G ) das s B el (5 el adaud) Jslaal
oAl g e e (5 e 30,2 050 Linidia Lindau | 5isi any s cdiliaall (e o4 8 axs Ledle J paanll
sl Jemy un 55Slall Sy e (46.67) Apaal SESY) (mddill Jane e Jgeanll i a8 7 1267 Aoy
U Al el Al o8 8 Letle Jpmanl @ 1 i) 8 10 e e G e 32615 ) oadand)
G e 8ol SN 8 3S1 5a (sl Sy ) e G Adlide (52 S jalae aladinly dgs 5l gl 48Ul Cilaie

sl mhadl ol sa 2L
(oenl) ol ol sa Galll Jemn ¢uadll de Cy s 3 5l ) st b (4l e 53 smss ¢ 5 5S slall Al clalsl)

Abstrat :

This study investigates the production of biosurfactants by a strain of Pseudomonas aeruginosa
isolated from a hydrocarbon-contaminated site, by testing the influence of four carbon sources
(glucose, whey, olive oil and a mixture of soybean oil and sunflower oil) on growth by
measurement of OD at 625 nm, surface tension, emulsification index (E24). The results
obtained clearly showed that the growth of the strain is favored by whey and olive oil. The
biosurfactant produced in the olive oil-based medium is capable of emulsifying kerosene with
an E24 value of 82% which is reached after 8 days of incubation, and gave a low surface tension
of 30.2 mN.m-1 with a lowering rate of 12.7% while the most important lowering rate (46.6%)
was obtained with the glucose medium where the surface tension reaches up to 32.15 mN.m-1.
So, the results obtained in this study show the possibility of producing biosurfactants using
different carbon sources where olive oil is the most efficient substrate in terms of production of
biosurfactants.

Key words: Biosurfactants, glucose, lactose, olive oil, Pseudomonas aeruginosa, soybean,
sunflower oil.

Résumé :
Cette étude porte sur la production de biosurfactants par une souche de Pseudomonas
aeruginosa isolée a partir d’un site contaminé par les hydrocarbures, en testant I'influence de
quatre sources de carbone (glucose, lactosérum, 'huile d’olive et un mélange d’huile de soja et
I'huile de tournesol) sur la croissance par la mesure de la DO a 625 nm, de la tension
superficielle, de I'indice d’émulsification (E24). Les résultats obtenus ont clairement montré
que la croissance de la souche est d’avantage favorisée par le lactosérum et 'huile d’olive. Le
biosurfactant produit dans le milieu a base d’huile d’olive est capable d’émulsifier le kéroséne
avec une valeur de E24 de 82% qui est atteinte apres 8 jours d’incubation, et a donné une faible
tension superficielle de 30,2 mN.m-1 avec un taux d’abaissement de 12,7% tandis que le taux
d’abaissement le plus important (46,6%) a été obtenu avec le milieu glucosé ou la tension
superficielle arrive jusqua 32,15 mN.m-1. Alors, les résultats obtenus dans la présente étude
montrent la possibilité de produire des biosurfactants a l'aide de différentes sources de
carbone ou l'huile d’olive est le substrat le plus performant en termes de production de
biosurfactants.

Mots clé : Biosurfactants, Huile de soja, Huile de tournesol, Huile d’olive, Glucose,
Lactosérum, Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCTION

Une molécule tensioactive se définit comme une molécules amphiphile ayant des propriétés
particulieres issues de [’ambivalence de sa structure chimique, composée d’une partie
hydrophile appelée également téte polaire et d’une partiec hydrophobe constituée en général
d’une longue chaine hydrocarbonée, qui lui confére une double affinité pour 1’eau et les corps
gras [1], ses propriétés particulieres (comme 1’abaissement de la tension de surface) font élargir
son domaine d’application: pharmaceutique, médicale, industriel, agricole, pétrolier, etc.

La plupart de ces composés amphiphiles sont issus de la pétrochimie. Les problémes
environnementaux associés a I’emploi des tensioactifs chimiquement synthétisés ont conduit a
leur remplacement par des molécules produites a partir des matiéres premieres naturelles
renouvelables appelées biosurfactants [2,3].

Les biosurfactants sont une classe de molécules tensioactives, structuralement variées, et
communément synthétisées par les microorganismes. Les molécules de surfactant se localisent
préférentiellement a I’interface entre deux milieux fluides ayant différents degrés de polarité.
Cette propriété rend les surfactants capables de former des émulsions entre le milieu huileux et
le milieu aqueux et de réduire la tension superficielle et interfaciale [4].

L'intérét de ces produits biosourcés est li¢ a leurs propriétés, comme la biodégradabilité, faible
toxicité, la production a base de substrats renouvelables, diversit¢ de la structure et des
propriétés chimiques [5].

L’énorme diversité des biosurfactants est due a la variété des microorganismes qui les
produisent (bactéries, champignons, levure) et de I’environnement nutritif (exp: sources de
carbone). En raison de ces deux points, plusieurs études ont été menées non seulement pour
voir ’influence de la source de carbone sur la production de biosurfactant, mais aussi pour
améliorer leurs performances (faible tension de surface, fort pouvoir émulsionnant).
L’objectif du présent travail est d’étudier I’influence de différentes sources de carbone et
d’énergie que sont : le glucose, le lactosérum, I’huile d’olive et le mélange d’huile de soja et
I’huile de tournesol sur le rendement de production de biosurfactants par une souche de
Pseudomonas aeruginosa, isolée a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures.

Ce mémoire s’articule autour de trois grands chapitres :

Le premier chapitre résume une synthése bibliographique sur les tensioactifs et leurs
homologues biologiques, ainsi que la production de ces biotensioactifs par les
microorganismes.

Le deuxieme chapitre expose le matériel et les méthodes utilisés.

Le troisiéme chapitre présente les résultats expérimentaux obtenus et leurs interprétations.

1 ——
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Chapitre 1 : synthese bibliographique



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Généralités sur les tensioactifs

1.1.1 Historique
Historiquement, le savon a été le premier tensioactif fabriqué , dont une recette de préparation
a été retrouvée sur des tablettes sumériennes (une pate savonneuse a base de graisse animale,
telle que la graisse de porc, et de carbonate de potassium), est resté¢ une longue période un
produit de luxe, et leur emploi est bien documenté dans les civilisations égyptiennes,
phénicienne, grecque et romaine|3,6].
Un millénaire avant notre €re, la ville d’Alep, au nord-ouest de la Syrie fabrique un savon, dit
«savon d’Alep ». L’huile d’olive locale et la soude végétale ont été utilisées par les maitres
savonniers d’Alep mais ils ajoutent 1’huile de baies de laurier comme un ingrédient
supplémentaire dans leur composition. Pendant les croisades, la recette du savon d’Alep aurait
atteint I’Europe. Il serait ainsi 1’ancétre de I’ensemble des savons durs au monde [7].
Ce n'est qu’en France, au XIII® siecle qu’ils commencerent a les manufacturer a partir de
cendres de hétres et de suif de chévre, remplacé deux siécles plus tard par 1'huile d'olive et non
plus de graisse animale. De multiples fabriques se développérent dans la région
méditerranéenne et le célebre « savon de Marseille » vit le jour [3]. Pendant des siécles, le savon
servait d’onguent, de cosmétique, de remede. I1 faut attendre le Moyen-age pour que le savon
soit utilisé pour laver le linge [8].
Les premiers détergents synthétiques apparurent pendant la premiére guerre mondiale en
Allemagne en raison de la pénurie de corps gras. Dans I’entre-deux-guerres, furent développés
des détergents synthétiques fabriqués a partir du benzene et d’hydrocarbures issus du kéroséne,
les alkyl-benzéne-sulfonates de sodium (ABS) ou a partir d’alcools gras, les alcools gras
sulfatés. Mais c’est depuis 1945 que la production de détergents synthétiques s’est
considérablement développée au détriment des savons. Le besoin de nouveaux types de
détergents pour les machines a laver accéléra notamment cette tendance [9].
En conclusion les tensioactifs, tels que nous les connaissons aujourd’hui, sont donc relativement

modernes [3].

.______________________________________________________________________________
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.2 Définition
Un tensioactif ou agent de surface ou en anglais surfactant (abréviation de : SURace ACTive
AgeNT) : est une substance soluble immédiatement dans I’eau et dans huiles hydrocarbonées
ou végétales qui fournit la propriété de diminuer I’énergie de surface entre deux phases (ex :
eau / corps gras), il a pour role principal de lier deux phases, une aqueuse et ’autre huileuse,

dans le but de former un mélange homogene et stabiliser I’émulsion [10,11].

1.1.3 Structure chimique

Il est composé de deux entités d’affinité opposée liées de facon covalente, défini comme
suit (figure 1.1) :

Une lipophobe (hydrophile : affinité pour I’eau) : groupe polaire qui contient des
hétéroatomes comme O, S, P, ou N, qui se trouvent dans des groupes alcools, thiols, acides,
sulfates, sulfonates, phosphates, amines, amides etc. [12].

L’autre hydrophobe (lipophile : affinité pour les graisses) : un groupe apolaire ou peu
polaire qui est en général un groupe hydrocarboné de type alkyle ou alkyl-benzene, et qui peut

comprendre éventuellement des atomes d'halogene et méme des atomes d'oxygene [12].

Queue lipophile

Téte hydrophile

Figure 1.1 : Structure chimique d’une molécule tensioactive [10].

L’assemblage d’une téte polaire hydrophile et d’une queue hydrocarboné hydrophobe donne la
molécule amphiphile qui est la particularité que présente un tensioactif.
En fonction de la structure de ces tensioactifs (nombre et disposition des poles hydrophiles et
hydrophobes au sein de la molécule) on peut les diviser en plusieurs catégories (tableau 1.1)
[13] :
% Tensioactif monocaténaire : dont la structure la plus fréquente, contient une téte
hydrophile et une queue hydrophobe ;
U Tensioactif bicaténaire et tricaténaire : posséde plus qu’une chaine hydrophobe greffée
sur la méme chaine hydrophile ;
& Tensioactif bolaforme ou géminé : comporte plusieurs tétes hydrophiles associées a une

ou plusieurs chaines hydrophobes.

.______________________________________________________________________________
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 1.1 : Les types des tensioactifs (d’aprés le nombre et la disposition des poles

hydrophiles et hydrophobes) [11].

Structure du tensioactif Nom

Monocaténaire

Bicaténaire

Tricaténaire

Bolaforme simple

Bolaforme double chaine

® o0 000
O

-~ o0 @

espaceur

Géminés

Bras
— espaceur

1.1.4 Classification
On retrouve divers classements possibles des tensioactifs. Ils peuvent €tre classés selon :
e La nature de leur téte polaire (non ionique, anionique, cationique ou amphotere) [8] ;
e Lalongueur de la partie lipophile qui permet de les classer en agents mouillants (Cg —
C10), détergents(Cy, — Cy4), émulsifiants ou adoucissants (C;g5 — C5)[14] ;

e De leur origine (naturelle ou synthétique) [8].
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1.1.4.1  Les tensioactifs anioniques
Ces composés présentent un ou plusieurs groupes fonctionnels se décomposent en des anions
amphiphiles [15]. IIs possédent un bon pouvoir détergent et moussant [16]. Ces constituants
peuvent étre ramifiés en trois grands groupes [17] :
% Les savons dont la partie hydrophile est un sel de sodium ou de potassium ou un acide
carboxylique ;
% Les composés sulfonés de formule générale RSO3 Na*qui constituent la premiére
matiere tensioactive la plus employée dans les formulations détergentes ;
% Les composés sulfatés résultent de la sulfatation d’un alcool. Ils ont une activité
moussante trés importante mis a profit dans la fabrication des shampoings et des bains
moussants. Les alcools gras sulfatés ont pour formule générale ROSO; Na™ .

La génération annuelle dans le monde des surfactifs anioniques représente environ 55% [12].

Tensipactifs anionigues
a S0 Ma i
1 S,
nlygH = 30N "'"‘cqul"'r’ %ul}; E'l:.l'l-if S, Na
Sodium Lauryl Sulfate Sodium Laureth Sulfate Sodium C12-14 (Hefin
{o=1=4] Sulfonate
rﬂﬂ " ] [v) EUIHH
S S O\
e [ H?'ﬂ [
Cpn ™ N7 TEO N2 neCyzHz ril COMa ' J\)\[
=
Disodivwm cocoyl Sodicm Lawroyl Sarcodinate Sodium Diociyl
glulanare Hulfosuecinaie

Figure 1.2 : Exemples des tensioactifs anioniques [10].

1.1.4.2  Les tensioactifs non-ioniques

Par ordre d'importance industrielle, ils occupent la deuxieéme position avec un taux de 40 % du
total. Ils ne s'ionisent pas en solution aqueuse, parce qu’ils ont un groupe hydrophile du type
alcool, phénol, ester, éther ou méme amide. Une grande quantité de ces surfactifs sont rendus
relativement hydrophiles au moyen d'une chaine polyéther de type poly-oxyde d'éthyléne
présente dans leurs squelettes. En ce qui concerne le groupe hydrophobe, la plupart du temps
se présente comme un radical alkyle ou alkyl-benzéne, et parfois une structure d'origine
naturelle comme un acide gras quand une faible toxicité est indispensable [12].

Une réaction de polycondensation de molécules d’oxyde d’éthyléne sur un composé a

hydrogeéne mobile engendre une proportion de 90% de ce type de tensioactifs [2].

.______________________________________________________________________________
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IIs possedent avec les anioniques une bonne synergie aussi des fortes capacités dispersante,

dégraissante, ils sont rarement moussants et empéchent la redéposition [16].

Les autres produits tensioactifs non ioniques sont principalement [2] :

% Des esters de polyols : esters de sorbitanne, de glycérol, de polyglycérol, de sucre ;

% Des éthers de polyols : éthers de glucose ;

% Des alcanolamines ;

% Des alkylpolyglucosides (APG).

O

Dérivés dthoxyids
(R = pclde, nleoed, omine,
eriglyeéride. . §

2] 4]
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Tensinactifs non innigues
ju

Care Ay on

L_‘_.,CIH

Cocamide DDEA

2le] al}
o
H a

Sorlvitan (Meare

C.‘?HB"j\DfYA‘UH
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Cilyveeryl Stearate

OH

O ﬂHm

Swcrose Palmitare

Figure 1.3 : Exemples des tensioactifs non-ioniques [10].

1.1.4.3  Les tensioactifs cationiques

Ils s’ionisent en solution aqueuse en un cation organique. Ils montrent une action désinfectante

et sont pas trés mouillants. Des produits azotés de type sel d’amine grasse ou d’ammonium

quaternaire présentent la majorité de ces tensioactifs [12,16].

Ces surfactifs, sont relativement couteux et ¢’est la raison pour laquelle on les utilise seulement

dans des usages particuliers qui sollicite leur caractére bactéricide, ou a leur pouvoir de

s’adsorber facilement sur des substrats biologiques ou inertes [8].

.
CyHy—HN— Bz LI

Srearalkonivm chloride

Tensinactifs catinnigues
o

CI"II

ci®
H
.-A'-n-""ﬁ“-..r“"‘: N':-‘TH%QH
]

Cocamidoprapyl betainamide MEA chloride

Figure 1.4 : Exemples des tensioactifs cationiques [10].
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1.1.4.4  Les tensioactifs amphoteéres

La recherche des composés naissants a conduit les chimistes a associer les charges positives et
négatives dans un méme type chimique appellé « zwitterionique ». Suivant le pH, ils peuvent
relacher un anion ou un cation. Ces surfactifs amphotéres ont une balance hydrophile-lipophile
(HLB) remarquable. Ils sont utilisés donc comme agent détergent. Ils sont moins agressifs que
les tensioactifs anioniques et sont recommandés pour les peaux fragiles [2].

IIs sont aussi couteux que les cationiques, et donc leur utilisation est limitée a des applications
particulieres. Les tensioactifs zwittérioniques les plus répandus sont les dérivés de la bétaine et

les phospholipides [2,12].

Tensinactifs amphotéres
O 2]
Cpan ”J]L‘HMH"."‘GD]- Cam "JL'HMN"\T"\SDJ-
H EY Y
aH
Cocamidopropylbeiaineg Cocamidopropy] hvdroxysulizine

Figure 1.5 : Exemples des tensioactifs amphoteres [10].

1.1.5 Action et role des tensioactifs
Les molécules de tensioactif sont investies toujours dans la réduction de la tension superficielle
entre deux phases de nature différente (aqueuse /huileuse) et stabiliser I’émulsion.
Un tensioactif peut €tre exploité comme un détergent et agir devant les salissures par les actions
suivantes (figure 1.6) [18] :

% La réduction de la tension superficielle de I’eau lorsque les agents tensioactifs sont
mélangés a I’eau, et se trouve elle-méme fractionné en une multitude de molécules d’eau
ou la surface d’étalement est fortement grandie ;

U Pénétration des queues hydrophobes des tensioactifs dans les salissures et ainsi
formation des micelles (molécules plus petites) ;

% Fragmentation des taches grace aux surfactifs en des molécules qui restent en
suspension dans l'eau ;

U Les tensioactifs englobent des molécules de graisses morcelées. Les poles hydrophobes
se repoussent et maintiennent les graisses en suspension dans l'eau. Ainsi, les souillures

ne se redéposent pas.

.______________________________________________________________________________
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Figure 1.6 : Mode d’action des tensioactifs sur les taches de graisse déposées sur un tissu [19].

Donc on peut conclure qu’un tensioactif est efficace lorsqu’il posseéde les pouvoirs suivants [20]

e Pouvoir mouillant : le pouvoir mouillant est la capacité d’un liquide a s’étaler sur un
solide ou la capacité d’un solide a absorber un liquide ;

e Pouvoir émulsionnant : une émulsion est une dispersion d’un liquide non-miscible dans
un autre sous forme de petites gouttelettes ;

e Pouvoir anti-redéposant ou dispersant : Les molécules tensioactives ont un pouvoir anti-
redéposition, comme son nom 1’indique, il bloque les particules en suspension dans
I’eau et les empécher a redéposer ;

e Pouvoir moussant : Lorsque n’importe quel volume de gaz se diffuse dans un faible
volume de liquide, il y a formation de mousse. Les bulles d’air formant la mousse

attrapent et piegent les salissures.
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1.1.6 Impact négatif des tensioactifs sur I’environnement
Les surfactants se retrouvent dans l'environnement par déversement des effluents d'eaux usées
dans les eaux de surface, par I'épandage des boues d'épuration sur les terres ou 1’utilisation de
ces boues comme engrais pour les plantes sur les terres agricoles. Ils affectent I’écosystéme a
cause de leur toxicité sur les organismes présents dans I'environnement [21] et de leur nature
récalcitrante et persistante [22].

& Dans le traitement des eaux usées des usines d’épuration, au moment ou la concentration
en surfactant dépasse un certain seuil, elle affectera l'aération, la sédimentation, la
nitrification des boues rendant ainsi I’épuration difficile [23] ;

% Lorsque la concentration du surfactant arrive a 0,1 mg.171, des mousses persistantes
apparaissent dans 1’eau sous forme de couche isolante qui diminue I’intensité d'échange
entre 1'eau et I'atmosphére gazeuse, provoquant la réduction de la quantité d’oxygene
dissous et conduisant a une hypoxie pour un nombre assez important de
microorganismes suivi par la mort de ces derniers [24] ;

U 11 a été constaté que 1'effet toxique présente des différences importantes selon le type de
tensioactifs et 1'espece étudiée [25]. Une étude a montré que 1’énorme enrichissement
de la biomasse du phytoplancton, de la densité et de la productivité¢ primaire dans les
mers contaminées a €té favorisé par la dose ¢élevée de détergents anioniques et d'autres
composés organiques [26]. Les mélanges de tensioactifs anioniques et non ioniques
utilisés comme dispersants dans 1'huile ont montré une toxicité marquée pour les stades
précoces de 1'éperlan (Atherinopsaffinis) et du varech (Macrocystispyrifera) [27]. En
outre, les eaux usées contenants des LAS destinées a I’irrigation des plantes créent des
problémes de croissance aux plantes comme la laitue et entrainent des maladies aux
cultures telles que la chlorose [28]. D autre études récentes sur la germination de graines
de komatsuna sous 1’action des LAS ont montré que ces derniers inhibaient la biomasse
et la croissance de la plante 4 200 mg.171, tout comme le Soja a 600mg.171[29] ;

& A travers l'alimentation, les surfactants peuvent pénétrer dans les branchies, le sang, les
reins, le pancréas, la vésicule biliaire et le foie, et induire une toxicité aquatique [30].
Les tensioactifs sont faciles a capter par les poissons, a travers la surface du corps et les
branchies et la circulation sanguine, ils se dispersent dans les tissus et les organes du
corps. Les transaminases sériques et l'activité phosphatase alcaline continuent a
augmenter tant que les tensioactifs sont présents dans les tissus et les organes du corps

et cela méne a des effets indésirables produits par les poissons [31] ;
-
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U Les eaux usées contiennent de grandes quantités de phosphore issues des
polyphosphates présents dans la majorité des détergents, ce qui pourrait facilement
aboutir a I'eutrophisation [23].

A partir de la structure chimique, la relation entre la structure chimique des tensioactifs et la
toxicité de 1'eau pour les organismes aquatiques peut étre résumée comme suit [24] :

& Plus I’hydrophobicité des surfactants est grande, plus la toxicité aquatique est grande ;

& Plus la concentration des groupes éthoxylates est élevée, plus la toxicité des organismes
aquatiques est faible ;

L La toxicité des tensioactifs anioniques est faible par rapport aux non-ioniques.

1.1.7 Applications des tensioactifs les plus courants
Le terme tensioactif se référe a une propriété physicochimique du composé. Toutefois, suivant
leurs applications, on retrouve ces molécules sous les qualificatifs de savon, détergent,
humectant, dispersant, émulsifiant, moussant, bactéricide, antistatique, inhibiteur de corrosion

(tableau 1.2) [32].
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Tableau 1. 2 : Tableau des différents types de tensioactifs et leurs applications [11].

Alkyl-benzéne-sulfonates

Peu onéreux
N’irritent pas la peau

Famille de tensioactifs Principaux caractéres Utilisation
ANIONIQUE
Savons R-COO~Na* Détergent
Agent moussant
Alkylsulfate R-O- SO~ Na™* (shampooing, dentifrice),
Les plus courants humectant et détergent

(liquide vaisselle)

Agent émulsifiant,

Dérivés d’acides aminés

tissus vivants

linéaire (LAS) Bonne biodégradabilite dispersant et détergent
R—@— SO; Na”
CATIONIQUE
Ammonium quaternaire Cl charge positive qui leur | Agent  antistatique et
TR L cr- permet de s’adsorber sur | adoucissant (produits de
}l‘_ (alkylquat) des substrats chargés | ringcage linge et cheveux)
/ ) négativement Bactéricide (désinfectants
e i ':‘-'M Chirurgicaux,
| L (dialkylquat) antiseptiques)
AMPHOTERE
Alkylsulfobétaine Peu agressifs pour les | Adoucissant pour textile et

cheveux

Alkylphénolséthoxylés

| Compatibles avec toutes | Additif  inhibiteur  de
AN g | les  autres  classes  de | corrosion
alkylbétaine tensioactifs
NON IONIQUE
Alcools éthoxylés Détergent
R-(0 — CH, — CH,),, — OH Peu biodégradable Dispersant, humectant et

émulsifiant (liquide

vaisselle et linge)

Alkylpolyglycosides (APG)

OH
O 0
b ~ e

Trés bas niveau de toxicité
Pas sensibles au pH

C8-C10: agent moussant
dans I’agrochimie

C12-C16 : co-tensioactif en
détergence soins corporels

Alkﬂglucgr;ldg; Non irritant Formulation our
-‘[T R Bonne synergie avec les shampooing et gel douf:)he
HO ] \n/ autres tensioactifs poong et &
OH _OH o

Esters de glycérol Agent émulsifiant dans

Esters d’hexitols I’industrie alimentaire,
pharmaceutique et
cosmétique.
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1.2 Les biosurfactants

1.2.1 Définition
Une variété de microorganismes produit des molécules tensioactives extracellulaires ou
associées a une membrane qui sont les biosurfactants [33]. Ces biosurfactants sont des
métabolites secondaires synthétisés par un grand nombre de microorganismes [34] (des
bactéries, des levures ou des champignons) cultivés de différents substrats (sucres, huiles,
alcanes) [5]. Ils ont des propriétés tensioactives dues a leur structure amphipathique [34]. Ils
abaissent la tension de surface et d’interface entre deux milieux fluides possédant différents
degrés de polarité en utilisant les mémes mécanismes que les tensioactifs chimiques [35].
En général, des acides aminés, des peptides ou des polysaccharides sont les principaux
composants du pole hydrophile ; le pdle hydrophobe se compose d'acides gras saturés ou non
saturés [36]. La fraction hydrophile sert a caractériser quatre types chimiques de biosurfactants
(anioniques, cationiques, amphotéres ou non-ioniques) et responsable de leur degré de solubilité
dans I’eau. En ce qui concerne la fraction hydrophobe, elle influe avec son aromaticité, son
nombre de carbones ou son degré de ramification sur la chimie du biosurfactant et, est
responsable de 1’activité capillaire [36,37].
Ces molécules biologiques ont des masses variant entre 500 et 2500g.mol™! et peuvent étre
chargées ou non. Leur CMC (Concentration Micellaire Critique) est comprise entre 1 a 200
mg. 11 [38], valeur considérée comme faible par rapport aux tensioactifs synthétiques, ce qui
les rend tres attrayants. Leur activité tensioactive est comparable a celle de leurs homologues
synthétiques, en atteignant des tensions de surface allant jusqu’a 30 mN.m~1[39].
Par rapport aux tensioactifs synthétiques, les biosurfactants s’aveérent plus spécifiques,
biodégradables et peuvent étre produits de facon peu cotiteuse sur des substrats renouvelables.
Enfin le contexte réglementaire de plus en plus drastique concernant I’environnement pourrait
fortement favoriser ces molécules « naturelles » par rapport a leurs homologues synthétiques

[40].
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ENP - ALGER - 25



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.2 Caractéristiques physico-chimiques

1.2.2.1  Abaissement de la tension superficielle et interfaciale
Une surface et une interface sont définies respectivement comme la limite entre un liquide et
I’air entouré, et la limite entre deux liquides. La tension entre les phases air-eau est appelée
tension de surface et entre huile-eau est une tension interfaciale [41].
La tension de surface est la propriété la plus intéressante des agents tensioactifs et établi la force
d’attraction entre les molécules dans les liquides [42]. La tension superficielle est
quantitativement évaluée a I’aide d’un tensiométre et I’existence d’un biosurfactant dans un
milieu est identifiée par des mesures basées sur I’évaluation de cette tension superficielle. La
tension superficielle air-eau pour I’eau distillée est d’environ 72 mN.m™Y(ou dyn.cm™) et la
tension interfaciale pour I’eau distillée et le n-hexadécane est d’environ 40 mN.m™1, les

biosurfactants réduisent ces valeurs respectivement a 30 mN.m™! jusqu’a 27 mN.m™1 [43].

1.2.2.2  Stabilisation des émulsions

Une émulsion est la formation des gouttelettes microscopiques dues a la dispersion d’une phase
liquide non-miscible a une autre. Les agents biosurfactants agissent comme des émulsifiants ou
des des-émulsifiants. La réduction de la tension superficielle favorise la stabilité d’émulsion
qui dépend de la taille des gouttelettes dispersées [43].

Les agents biosurfactants agissent comme émulsifiants ou désémulsifiants ou ils stabilisent ou
déstabilisent respectivement 1’émulsion. La capacité d'émulsification est analysée par la
capacité d'un tensioactif a provoquer une turbidité due a la suspension d'hydrocarbures, tels que

le n-hexadécane, dans un systéme aqueux [43,44].

1.2.2.3  Balance hydrophile-lipophile (HLB)
La balance hydrophile-lipophile (HLB) est un parameétre souvent utilisé pour indiquer si un
surfactant favorisera des émulsions eau dans huile ou huile dans eau [37].
La HLB sert a décrire la polarit¢ de nombreuses molécules tensioactives. Sa valeur dépend de
I’importance de la partie hydrophile dans la molécule : elle est élevée dans le cas ou la portion

hydrophile est intéressante et, est faible lorsque la molécule est majoritairement lipophile [45].
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Le calcul de la valeur HLB utilise la formule suivante [46] :
HLB =7 + mXxHh — nxHI

m : le nombre des groups hydrophiles de la molécule.
Hh : la valeur des groupes hydrophiles.
n :le nombre des groupes lipophiles de 1la molécule.

HI : la valeur des groupes lipophiles.

Solubilisants €mulsionnants Solubilisants
------ » Valeur
| 1 | | ! e
1 10 15 18 e
D < i B
Mouillants Détergents
anti-moussants moussants

H : hydrophile

L : lipophile

Figure 1.7 : Echelle de la balance hydrophile-lipophile (HLB) [11].

L’échelle HLB peut étre estimée en attribuant une valeur de 1 a I’acide oléique et une valeur de
20 al'oléate de sodium, le mélangeage de ces deux composés a des proportions variables permet
d’obtenir les valeurs intermédiaires. En général, les surfactants qui sont solubles dans la phase
huileuse et favorise 1’émulsion eau (hydrophile) dans huile (lipophile) auraient des valeurs de
HLB inférieures a 10 et les tensioactifs avec des valeurs de HLB entre 10 et 18 auraient 1’effet

inverse et favoriseraient I’émulsification de 1’huile dans 1’eau (figure 1.7) [37].

1.2.2.4  Concentration micellaire critique
A faible concentration, les molécules tensioactives sont dispersées a 1’état de monomeres dans
I’eau, ou elles préferent I’adsorption a I’interface air-eau du liquide. Une saturation régulicre
de I’interface se crée lors de 1’augmentation de la concentration en tensioactifs et lorsque cette
interface est saturée, les monomeres libres en solution s’associent en agrégats appelés micelles
(figure 1.8) [47-49] ou les chaines hydrophobes constituent le cceur de la micelle et les tétes
polaires sont au contact de 1’eau [50]. La concentration (C) a laquelle ce phénomene survient

est définie comme étant la Concentration Micellaire Critique [47-49].
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Figure 1. 8 : Représentation schématique d'une micelle de biosurfactants [S1].

La valeur de la CMC est une caractéristique de tensioactif, elle dépend de la nature chimique
du tensioactif (longueur de la chaine hydrophobe, nature de la téte polaire) mais également de

facteurs externes tels que la concentration en ¢€lectrolytes ou la température [S0].

Tension de surface (mMN/m)
Yomc

L

c20 cmMc

Log C (C en mol/fL)

Figure 1. 9 : Graphique pour la détermination de la CMC [52].
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1.2.2.5  Solubilisation des biosurfactants dans I’eau
La solubilisation est un phénomeéne prouvé lorsque au-dessus de la CMC, la solubilité¢ des
constituants insolubles et peu solubles augmente considérablement [53].
La solubilité des biosurfactants dans 1’eau ou dans les hydrocarbures dépend du nombre de
liaisons C-C présentes dans la partie lipophile de la molécule du biosurfactant [S54]:
% Si la longueur de la chaine de la partie lipophile est inférieure a 12 liaisons C-C, le
biosurfactant est soluble dans ’eau ;
& Si la partie non polaire (lipophile) a plus de 16 liaisons C-C, le surfactant est non soluble
dans l'eau.
La valeur de HLB aussi sert a déterminer le degré de solubilité du composé. Une valeur proche
de 1 caractérise un produit trés peu soluble alors qu’une valeur proche de 20 indique que le

produit est trés soluble [55].

1.2.2.6  Solubilité des biosurfactants en fonction de la température
La température plus particuli¢re celle au point Krafft affecte la solubilité¢ des biosurfactants
dans I’eau [56]. On constate que la solubilité des biosurfactants ioniques a tendance a augmenter
lorsque la température augmente, Cette augmentation est assez lente. Alors qu’a partir d'une
certaine température, appelée température de Krafft, on observe que la solubilité augmente trés

rapidement [57].

1.2.2.7  Tolérance a la température et au pH
De nombreux biosurfactants peuvent étre utilisés a des températures supérieures et des valeurs
de pH allant de 2 a 12 [58]. La lichénysine de Bacillus licheniformis, par exemple, résiste a
des températures atteignant les 50°C, et des valeures de pH comprises entre 4,5 et 9 [59]. Un
autre biosurfactant produit par Arthrobacter protophormiae s’est avéré étre a la fois

thermostable (30-100°C) et stable au pH (2-12) [60].
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1.2.3 Types de biosurfactants
Les biosurfactants sont regroupés en fonction de leur structure chimique, de leur fonction et
leur origine microbienne [61].
Ces agents biosourcés sont classés en deux classes [62,63] :

% Les biosurfactants a faible poids moléculaire qui sont efficaces dans I’affaiblissement
de la tension superficielle et interfaciale, incluant les glycolipides, les lipopeptides, les
peptides, les acides gras et les lipides neutres ;

% Les biosurfactants a poids moléculaire élevé qui sont trés efficaces pour stabiliser les
émulsions, constitués de polysaccharides, protéines, lipopolysaccharides ou complexes
des mélanges de ces biopolymeres.

Et comme les tensioactifs synthétisés chimiquement, La portion hydrophile du biotensioactifs
permet de distinguer quatre types de tensioactifs biologiques [64, 65] :

L Les cationiques qui possédent une charge positive ;

% Les anioniques, agents de surface possédant un ou plusieurs groupes fonctionnels

s'ionisant en solution aqueuse pour donner des ions chargés négativement ;

@

Les non ioniques, sans charge ;

@

Les amphotéres (zwitterioniques) qui posseédent deux groupements hydrophiles
différents : I'un anionique et l'autre cationique. Selon le pH de la solution, ils peuvent

agir en tant qu'espéce anionique, cationique ou neutre.

Différents types de biosurfactant peuvent atre produits a base d’une méme source de carbone

(tableau 1.3).
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Tableau 1. 3 : Principaux biotensioactifs obtenus a partir de différentes sources de carbone

[66].

Source Biotensioactifsnonioniques Biotansioactifs Biotensioactifs
anioniques cationiques et
amphotéres
Alcools gras | Alkylpolyglucosides Alkyléthersulfates
Alcools gras éthoxylés ou | Alkysulfates
¢thoxy-propoxylés Sulfosuccinnates
Acides gras | Esters de sorbitan Savons Imidazolines
Esters de (poly)glycérol Condensats acides

Acidees gras éthoxylés ou | gras acide/ aminé/

éthoxy-propoxylés peptide
Alkyl iséthionates
Amines Oxydes d’amines Sels d’amines
grasses Amines éthoxylées Sels d’ammoniun
quaternaire
Esters Sucroesters Méthyléthersulfonates

méthyliques | Alcanolamides

Huile Alcanolamides

Huiles éthoxylées

1.24 Nature chimique et classification
Compte tenu du nature biochimique et les origines microbiennes, le groupe principal de
biosurfactants comprend les glycolipides, les lipopeptides, les phospholipides, Acide gras, les

surfactants polymeériques ou lipopolysaccharides et les surfactants en particules.

1.2.4.1  Glycolipide
La structure conventionnelle de ce type de biosurfactant est un groupe de téte polaire
saccharidique en combinaison avec une queue hydrocarbonée (une longue chaine d'acides
aliphatiques ou d'acide gras hydroxylés), ce lien est au moyen d'éther ou d'un groupe ester. Le
saccharide peut étre mono-, di-, tri- ou tétra-saccharides et comprend le glucose, le mannose, le
galactose, le rhamnose, le sulfate de galactose et 1'acide glucuronique [67-69].

.______________________________________________________________________________
ENP - ALGER - 31



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Beaucoup de bactéries telles que Pseudomonas, Streptococcus produisent des Glycolipides
[70]. Les glycolipides les plus célébres sont les rhamnolipides, les tréhalolipides, les

sophorolipdes et les lipides de mannosylérythriol.

» Les Rhamnolipides
Les rhamnolipides sont des glycolipides extracellulaires combinent le L-rhamnose et 'acide -
hydroxyalcanoique, produits par Pseudomonas sp. [71] tels que P. aeruginosa, P. fluorescens
et P. putida |72]. Les rhamnolipides sont synthétisés lorsqu'une ou deux molécules de sucre
rhamnose fusionnent avec un ou deux acides B-hydroxydécanoique [73]. Une fonction OH de
I’acide B-hydroxydécanoique est impliquée dans une liaison glycosidique avec I’extrémité
réductrice du disaccharide de rhamnose, le groupe OH du deuxiéme acide est impliqué dans la
formation d’ester [74,75].
Environ 60 types différents de rhamnolipides existent mais quatre représentants sont les plus
communs des rhamnolipides, Rh1 a Rh4 [76]. Ces quatre types de rhamnolipides sont présentés
comme suit (figure 10) [77] :
% Les mono-rhamnolipides (Rh1) qui contiennent un sucre rhamnose attaché a deux
molécules d'acide  hydroxydécanoique ;
% Les di-rhamnolipides (Rh2), qui contiennent deux sucres de rhamnose attachés a deux
molécules d'acide f —hydroxydécanoique ;
% Les tri-rhamnolipides (Rh3), qui contiennent un sucre rhamnose attaché a une molécule
d'acide f —hydroxydécanoique ;
& Les tétramnolipides (Rh4), qui contiennent deux sucres de rhamnose attachés a une
molécule d'acide f—hydroxydécanoique.
Les rhamnolipides sont caractérisés comme potentiellement toxiques pour la végétation
naturelle, mais les chercheurs ont également constaté qu’ils réduisaient la toxicité de composés
spécifiques en augmentant la solubilisation des hydrocarbures, facilitant ainsi la biodégradation

[78].
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hydroxydecanoyl-B-hydroxydacanoate hydroxydecanoate

Figure 1. 10 : Structures chimiques des rhamnolipides les plus connus produits par

Pseudomonas [79].

» Les tréhalolipides
Il s'agit des composants de base d'un certain nombre de glycolipides de la paroi cellulaire [80].
Les tréhalolipides constituent d’un disaccharide non-réducteur a-D-thréalose li¢ en C6 et C6
aux acides mycoliques qui sont des acides gras f-hydroxylés ramifiés a chaine longue [36,81].
Les tréhalolipides produits par divers organismes différent par la taille et la structure de I’acide
mycolique, par le nombre d’atomes de carbone et par le degré d’insaturation. Des exemples de
producteurs connus sont des bactéries Gram positives et des actinomycetes telles que
Mpycobacterium sp., Corynebacterium sp., Nocardia sp. et Rhodococcus sp. mais la production

par Rhodococcuserythropolis a ¢ét¢ mieux caractérisée [36].
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T
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HaC0-CO—CH-CHOH-(CH,)=CH;

OH
CH OH
HaC-{CHa)~OH EH{r‘H—cﬂ—ﬂﬂHz

(CHzly M+ =27 - 31
CHy

Figure 1. 11 : Structure d’un représentant de tréhalolipides [70].

» Les sophorolipides
Les sophorolipides sont des glycolipides extracellulaires [80] principalement synthétisés par
des souches de levure telles que Candida Magnoliae |81, Candida Bombicola |82], Candida
Apicola 83|, Candida Petrophilum [84] et Candida Bogoriensis |[85]. Les
Wickerhamielladomercqiae synthétisent aussi des sophorolipides [86].
Les sophorolipides (SLP) sont composées de sucre dimérique (sophorose disaccharide) (2°-O-
B-D-glucopyranosyl-B-D-glycopyranose) li¢ glycosidiquement (laison f-glycosidique) au
groupe hydroxyle d’un acide gras de longue chaine généralement de 16 a 18 atomes de carbone
avec une ou plusieurs insaturations [87].
Les SLP sont subdivisés en 2 types, a savoir les SLP acides (non-lactoniques) et les SLP
lactoniques (figure 12) [88] :
% SLP Acides « non-lactoniques » : Le groupement acide gras hydroxyle acide présente
une fonction acide carboxylique libre ;
% SLP lactoniques : la fonction d’acide carboxylique d’acide gras hydroxyle forme un
cycle lactone macrocyclique avec le groupe 4’’-hydroxyle du sophorose par

estérification intramoléculaire.
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OAC i
lactonic Sophorolipids oA
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OAC CHa HO o
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Figure 1. 12 : Structures des deux types de sophorolipides [80].

» Les lipides de mannosylérythriol (MEL)

Les MEL sont une catégorie de glycolipides développés par une variété de levures et de souches
fongiques [89], ils sont produits par Pseudozyma sp., comme un composant majeur pendant
que Ustilago sp . les produit comme composant mineur [90]. Ces biosurfactants sont constitués
d'acides gras attachés au 4-O-p-D-mannopyranosyl-erythritol ou au 1-O-B-D-mannopyranosyl-
erythritol comme un groupe de téte hydrophile [80]. Les résidus acyles sont des acides gras en
C8, C10,C12 et C14 [91].
IIs ont été classés par composition structurelle en quatre types : MEL-A, MEL-B, MEL-C et
MEL-D (figure 13) [92] :

& MEL-A, MEL-B : composants principaux.

& MEL-C et MEL-D : sous-produits mineurs.

Mannosylerythritol lipid CH,OH
CH2(CH2),CO0  H=1=0OH
R'O H=—1=0H

Q

RO
CHa(CH 2),CO0

R,R'=Horacetate n=61t010

O

Figure 1. 13 : Les composants possibles des lipides de mannosylérythritol: Mel-A:
R’=R=acétyle, Mel-B: R’=acétyle et R=H, Mel-C: R’=H, R=acétyle, Mel-D: R’=R=H, n= 6-
12 [80].
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1.2.4.2  Les lipopeptides
Les lipopeptides microbiens sont des peptides cycliques qui sont acylés avec un acide gras. Ils
sont sécrétés dans le milieu de croissance par divers micro-organismes, y compris des especes
Gram-positives, telles que Bacillus, Lactobacillus et Streptomyces, et des especes Gram-
négatives, telles que Pseudomonas et Serratia [93]. Quelques lipopeptides sont expliqués

comme suit :

» Surfactine

La surfactine, est un lipopeptide cyclique [93], et 1'un des biosurfactants les plus performants,
qui a été décrit pour la premicere fois dans B. subtilis ATCC-21332, avec une capacité d’affaiblir
la tension de surface de 72 4 27,9 mN.m™! et d’avoir une concentration micellaire critique de
0,017 g.17! [84,94]. La molécule de surfactine est constituée de sept acides aminés et d’acides
gras 3-hydroxyliques bien distingués. Le composant principal est I'acide 3-hydroxyl-13-méthyl-
myristine [93], formant un cycle lactonique avec le heptapeptide de séquence Glu-Leu-Leu-
Val-Asp-Leu-Leu avec la configuration LLDLLDL (figurel5) [95], elle est synthétisée par un
peptide synthétase linéaire, non ribosomale, la surfactine synthétase [96].

Les acides aminés L-Glu et L-Asp renforcent le caractére amphiphile responsables des

propriétés tensioactives [95].

] “H Leu
HN™ 0
0 o o
9 ﬁ‘)\l’/‘u’al
“ MH
D- Led\ ; oy Asp
coo-

Figure 1. 14 : Structure de surfactine produite par B. subtilis [97].
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» Iturine

L'iturine est également un groupe de lipopeptides mais moins puissant que la surfactine. La
mycosubtiline était le premier membre découvert de la famille des iturins de Bacillus subtilis
mentionné dans la littérature [98]. Un deuxiéme composé similaire nommé iturin a été décrit
par Delcambe [99]. Son nom est 1ié a I'Ituri, une région du Congo ou le compos¢ a été isolé a
partir d'un échantillon de sol. L'iturine A est le principal lipopeptide étudié de cette famille
[100]. Six autres membres de la famille iturin ont ensuite été décrits : l'iturine C, la
bacillomycine D, F, L et Lc et la mycosubtiline [101].

Le groupe de composés ituriniques sont des lipoheptapeptides cycliques qui composent d’un
acide gras f-aminé dans sa chaine latérale. Les iturines sont des agents antifongiques puissants
[102-104].Toutes les iturines ont la méme séquence chirale LDDLLDL avec une partie
commune du cycle peptidique, f-acide aminé L-Asx-D-Tyr-D-Asn, a 'exception de l'iturine C
dans laquelle le premier acide aminé de la chaine peptidique est L-Asn conformément aux

travaux récents [105].

» Fengycine et plipastine
Les plipastines et les fengycines sont des lipodécapeptide combinés avec un acide gras B-
hydroxy dont 8 peptides sont organisés en une structure cyclique [106,107]. Les fengycines ont
¢té isolées de Bacillus subtilis [106], et les plipastatines ont été isolées de Bacillus cereus
[108]. La différence structurelle entre ces deux composés est montrée dans la position du D-tyr
qui prend la troisiéme position chez les fengycines et la neuviéme position chez les plipastines

[109].

» Lichenysine
La lichénysine, développée par Bacillus licheniformis, présente une structure et des propriétés
physicochimiques similaires a celles de la surfactine [S9]. Lichenysine A produite par la souche
B. licheniformis BAS50 est caractérisée comme contenant une molécule d'acide gras f-hydroxy
a longue chaine [110]. Ces agents tensioactifs administrés par B. licheniformis peuvent réduire

1 et la tension interfaciale entre 1'eau et le n-

la tension superficielle de l'eau @ 27 mN.m™
hexadécane a 0,36 mN.m™1[111]. La lichénysine a été rapporté comme un chélateur des

cations plus efficace que la surfactine [112].
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» Arthrofactine

L’arthrofactine est un lipopeptide produit par la souche MIS38 de l'espece Arthrobacter a été
purifi¢ et chimiquement définie en tant que 3-hydroxydécanoyl-D-leucyl-D-asparagyl-D-
thréonyl-D-leucyl-D-leucyl-D-séryl-L-leucyl-D-séryl-L-isoleucyl-L-isoleucyl-L-comme
paragyl lactone. L'activité de surface de l'arthrofactine a été examinée, avec de la surfactine
comme témoin. Les valeurs critiques de concentration en micelles de 1'arthrofactine et de la
surfactine atteignent des valeurs d'environ 1%10™°M et de7 107> M a 25°C
,respectivement. L'arthrofactine s'est révélée cing a sept fois plus efficace que la surfactine. La
valeur minimale de la tension superficielle de D’arthrofactine était de 24 mN.m™1a une
concentration supérieure a la concentration micelles [113].

Polymyxines, viscosines et Serrawrttines sont aussi des lipopeptides cycliques produits
respectivement par Bacillus polymyxa [114], Pseudomonas sp. (P. fluorescens, P. libanensis,

P. viscosa) [115,116] et Serratia marcescens [117].

1.2.4.3  Phospholipides
La production quantitative de phospholipides a également été décelée chez Aspehergillus sp.
[118] et Thiobacillus thiooxidans [119]. Par exemple, des vésicules riches en phospholipides
(phosphatidyléthanolamine) ont été créées par Acinetobacter sp. cultivé sur hexadécane [120].
Phosphatidyléthanolamine a été également produite par Rhodococcus erythropolos cultivé sur

n-alcane [121].

i
H,C —O0—C—R,

0

HC—O—C—R,

0
HoC—0——P—0—CH,— CH,—N*Hg

I
o

Figure 1. 15 : Structure de la phosphatidyléthanolamine, un biosurfactant puissant produit par

Acinetobacter sp [36].
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1.2.44  Acides gras
Des acides gras libres extracellulaires sont produits grace a la dégradation les hydrocarbures
par des microbes lorsqu'ils sont cultivés sur des alcanes, et présentent une bonne activité
tensioactive. Les biosurfactants d'acides gras sont des acides gras saturés dans la gamme C12 a
C14 et des acides gras complexes contenant des groupes hydroxyles et des ramifications alkyles
[122,123]. Il a été montré que la souche Arthobacter AK-19 [124] et P. aeruginosa 44T1 [125],
accumulaient 40-80% de ces lipides lorsqu'ils sont cultivés respectivement a I'hexadécane et a

I'huile d'olive.

1.2.4.5  Lipopolysaccharides ou les biosurfactants polymériques
Les biosurfactants polymeéres sont des biopolymeéres ayant une masse moléculaire élevée [126].
Alsan, liposan, émulsan de lipomanan et quelques autres complexes polysaccharidiques

protéiques sont les biosurfactants les mieux étudiés [111].

» Emulsan
C’est un lipopolysaccharide, engendré par Acinetobacter calcoaceticus et le moins toxique A.
venetianus, dispose d’un squelette trisaccharidique de D-galactosamine, d'acide D-
galactosaminouronique et de désoxyaminohexose (figure 17), auxquels des groupes d'acides
gras, dont la longueur de chaine varie de C10 a C22, sont liés par des liaisons ester et amide

[80].

Emulsan CHa
B (CH ) ~
GHa CHOH
(GH2)s n::=o
o oL 0 ¢
I c” CH;
? HOL o )—O
CHz 0— 0--|--
: A
; NH HO N
1o EH_ {(|3H2}12 CHs
— I CHz -n
CH,

Figure 1. 16 : Structure d’un émulsan [50].
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» Alasan
Alasan est un complexe d'alanine composant d’un hétéropolysaccharide et un polymeére
protéique qui stabilise les émulsions huile dans eau, dans les n-alcanes de longueur de chaine

10 ou plus et dans les aromatiques [127].

» Liposan
Candida lipolytica produit un émulsifiant hydrosoluble extracellulaire appelé Liposan qui est
composé de 83% (p / v) de glucides et de 17% (p / v) de protéines, la portion glucidique est un
hétéropolysaccharide constitu¢ de glucose, de galactose, de galactosamine et d'acide

galacturonique [128].

1.2.4.6  Biosurfactants en particules
» Les vésicules
Les vésicules membranaires extracellulaires séparent les hydrocarbures pour former une
microémulsion et joue un role important dans l'absorption des alcanes par les cellules
microbiennes [40, 129]. Les vésicules d'Acinetobacter sp. HOI-N présentent un diametre de

20 a 50 nm sont composées de protéines, de phospholipides et de lipopolysaccharides [63].

» Les cellules microbiennes entiéres
La plupart des microorganismes dégradent les hydrocarbures et les composés non-
hydrocarbonés. Des especes comme cyanobactéries et especes pathogeénes ont une forte affinité
pour les interfaces eau- hydrocarbure et air-eau. Dans de tels cas, la cellule microbienne elle-

méme est un tensioactif [74].

1.2.5 Biosynthése de biosurfactants
Les substrats hydrophiles sont principalement utilisés par les microorganismes pour le
métabolisme cellulaire et la synthése de la fraction polaire d’un biosurfactant, tandis que les
substrats hydrophobes sont utilisés exclusivement pour la production de la partie hydrocarbures
du biosurfactant [36, 130]. Il existe plusieurs voies métaboliques de synthése de ces deux
groupes de précurseurs (figure 1.17) qui utilisent des enzymes spécifiques [131]. Ces voies
principales de la biosynthése sont arrangées dans quatre groupes possibles [132] :
U Les fragments hydrophiles et hydrophobes sont synthétisés par synthése de novo par
deux voies différentes ;
& Le groupement hydrophile est synthétisé par synthése de novo et le groupement
hydrophobe est induit par le substrat ;
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% Le groupement hydrophobe est synthétisé par une synthése de novo et le groupement
hydrophile dépend du substrat ;
& La synthése des deux fragments dépend du substrat.

4 Synthesis of both biosurfactant
moieties dependent upon substrate

— i

Synthesis of hydrophobie Synihesis . of hydrophilic
moiety i induced by moiety 15 induced by
subsimate substrle

Lo %+ &
KL mwm LD
- pe ﬂ_ﬂr
Four )
- ; o potential s Hydrophobic moiety
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De nova pathway & 2= & ith hyvdrophilic moiet 'J
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Hydrophilic molcty Hydrophobic molety :
Carbohydrte, carboxylic acid, Either long-chain fatiy acid, a
phosphate, amino acid, cyelic hydroxy Ry acid, or g-alkyl p-
peptide, or nlcohol hydroxy fatty acid

Both moieties independéntly
symthesized by two different
do novo pathwoys

Figure 1. 17 : Les voies biosynthétiques de biosurfactants [132].

L’exemple de biosyntheése du rhamnolipide

Les rhamnolipides sont synthétisés a partir de deux précurseurs pour les fragments rhamnolyse
et lipidiques qui sont respectivement désoxy-thymidine di-phospho-L-rhamnose (dTDP-L-
rhamnose), produit a partir de D-glucose et le 3- (3-hydroxyalcanoyloxy) alcanoate (HAA)
[133], par l'action de trois enzymes : RhlA, RhIB et RhlC d’ou la biosynthése se fait par 2
réactions séquentielles La premiere réaction implique la dimérisation de deux chaines d'acide
b-hydroxydécanoique catalysées par RhlA. Le dimére subit ensuite deux réactions séquentielles

de rhamnosylation avec deux rhamnosyltransférases différentes : la rhamnosyltransférase 1 (Rt-
|
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1) et la rhamnosyltransférase 2 (Rt-2). Les Rhamnosyltransférases RhIB et RhlC catalysent le
transfert du dTDP-L-rhamnose soit a 'HAA, soit a un mono-rhamnolipide précédemment
généré, respectivement. La rhamnosyltransférase I (RhIC) ajoute une autre fraction de

rhamnose au monorhamnolipide, ce qui donne un di-rhamnolipide (figure 1. 18) [134, 135,

136].

Glucose-b-phosphate
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Figure 1. 18 : Voie de biosyntheése d’un rhamnolipide [133].

1.2.6 Avantages et inconvénients des biosurfactants
Les propriétés physicochimiques des biosurfactants, telles qu'une réduction dans la tension
superficielle, la stabilisation des émulsions, la faible CMC, la solubilité et la tolérance a la
température et au pH, sont trés importants dans I'évaluation de la performance d’un
biosurfactant avec les avantages suivants :

% Biodégradabilité : les microorganismes dégradent facilement les agents de surface
biosourcés dans I’eau et le sol, ce qui rend leur utilisation adéquate pour le traitement
des déchets [137] ;

L Faible toxicité : les biotensioactifs sont trés utilisés dans les industries cosmétiques,

pharmaceutiques et alimentaires car ce sont des produits non toxiques [138] ;
-
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©

Disponibilité de la matiére premiere : Les biosurfactants peuvent étre produits a partir
de matieres premieres bon marché comme l'huile de colza, les effluents de traitement
de la pomme de terre.... [69] ;

Spécificité : les biosurfactants en tant que molécules organiques complexes avec des
groupes fonctionnels spécifiques, sont souvent spécifiques dans leur action [137] 3
Biocompatibilité et digestibilité : on dit qu’un biosurfactant est biocompatible lorsqu’il
est bien toléré par les organismes vivants. Et en interagissant avec ces organismes, ces
derniers ne changent pas leurs bioactivités. Cette propriété permet leur application dans
les cosmétiques, les produits pharmaceutiques et comme additifs alimentaires
fonctionnels [58] ;

Economie de production : la production en masse de biosurfactant peut étre
¢conomiquement acceptable car ces derniers peuvent étre produits a partir des déchets

industriels.

Malgré les avantages, les points défavorables doivent également étre mentionnés [121] :

G

©

G

La production de biosurfactants devient cotliteuse a grande échelle mais, ce probléme
peut étre franchi avec la combinaison de substrats a faible cofit ;

La difficulté d’acquérir de produits trés pure en raison du besoin d'étapes de purification
consécutives pour le bouillon métabolique ;

On ne peut pas atteindre des rendements ¢levés en tensioactifs, car les especes super-
productrices sont rares et nécessitent un milieu de culture complexe ;

La régulation de la syntheése des biosurfactants n'est pas totalement comprise, car ces
biomolécules peuvent &tre produites en tant que métabolites secondaires ou en
association avec la croissance microbienne ;

La formation de la mousse entrave souvent I’augmentation de la productivité.

1.2.7 Applications des biosurfactants

Les biosurfactants ont une large gamme d'applications biotechnologiques dans le pétrole, les

aliments, les boissons, les cosmétiques, les détergents, les textiles, les peintures, les mines, la

cellulose, les produits pharmaceutiques et les nanotechnologies [139].

©

> Dans P’agriculture [140,141]
Ils sont utilisés en tant qu’agents mobilisateurs pour améliorer la solubilité des

composés chimiques biologiquement dangereux (comme HAP), on peut dire que les
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biosurfactants aident les microbes a s’adsorber sur les particules de sol occupée par les
polluants ;

& 1Ils sont utilisés aussi pour 'hydrophilisation des sols lourds pour préserver leur capacité
nutritive ;

& Certains biotensioactifs sont utilisés pour la lutte biologique contre les maladies des

plantes, grace a leurs activités antifongiques.

> En médecine
Une large gamme d’applications de biosurfactants existe dans ce domaine :
% Activité antimicrobienne [142] ;
& Activité anti-cancéreuse [69] ;
% Agents antiadhésifs [69] ;
% Adjuvant immunologique [142] 3
& Activité antivirale [69] ;

& Livraison des génes [142].

> Dans I’industrie alimentaire
Ils ont été utilisés en tant qu’ingrédients de formulation alimentaire et agents antiadhésifs pour
controler I’agglomération des globules gras, améliorer la texture et la durée de conservation des

produits [69].

» Dans I’industrie cosmétique
Leur utilisation dans ce domaine est vaste. On les retrouve comme émulsifiants, agents
moussants, solubilisants, agents mouillants, nettoyants, agents antimicrobiens, médiateurs de
I’action enzymatique, insectifuges, antiacides, produits de bain, tampons contre 1’acné, produits
antipelliculaires, solutions pour les lentilles, produits pour bébés, mascara, rouge a lévres,

dentifrices... [142].

> Dans la nanotechnologie
Ils ont été utilisés dans la nanotechnologie et la synthése des nanoparticules [143]. Les nano-
tiges d’oxyde de nickel (NiO) peuvent étre produites par des microémulsions eau dans 1’huile

[134].
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> Dans I’industrie pétroliere
e La biorémédiation des hydrocarbures
Deux mécanismes sont utilisés dans la biorémédiation des sols contaminés par les
hydrocarbures, le premier implique 1’augmentation de la disponibilité du substrat hydrophobe
vis-a-vis des microorganismes, par conséquent la tension superficielle du milieu autour de la
bactérie et la tension interfaciale entre la paroi cellulaire et les molécules hydrocarbonées sont
réduites. Le deuxiéme mécanisme implique I’interaction entre le biosurfactants et la surface
cellulaire, provoquant des modifications dans la membrane sans I’endommage ce qui aide les

hydrocarbures a adhérer [145,147].

e Biosurfactants comme nettoyage dans le réservoir de stockage de pétrole
Un essai a été rapporté sur le terrain au cours duquel des biosurfactants produits a partir d'une
souche bactérienne ont ¢ét¢ employés pour tester leur capacité a nettoyer les réservoirs de
stockage d'hydrocarbures et récupérer les hydrocarbures des boues émulsionnées. Il est possible

de récupérer plus de 90% des hydrocarbures piégés dans la boue [147].
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1.3 La production de biosurfactants
1.3.1 Identification des biosurfactants
Aprés avoir récupéré et extrait le biosurfactant du milieu de culture, il faut I’identifier et
déterminer leur structure. Parmi les différentes analyses quantitatives on peut utiliser les
suivantes :
& La spectrométrie d'adsorption en lumiére ultra-violette et visible (UV-Vis) qui détecte
la présence de chromophore [148]

& La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine les groupements fonctionnels [149] ;

&(

La spectrométrie de masse (MS) qui donne le poids moléculaire, des indications sur la
structure et qui, a haute résolution, fournit I'analyse élémentaire de la molécule [70] ;
% La résonance magnétique nucléaire a haut champs (RMN de proton et de carbone 13)
indique la structure et la conformation des composés a analyser [70].
SK Sawhney and R. Singh utilisent d’autres analyses biochimiques suivi par FT-IR, pour
identifier les biosurfactants. Lorsque le biosurfactant brut recueilli des isolats bactériens a été
soumis a une série de tests : le test de ninhydrine pour 1'acide aminé, le test d'iode pour les
hydrates de carbone, le test de solubilité et de saponification pour les lipides et le test d'acroléine
pour le glycérol. En outre, le produit a été confirmé par spectrométre infrarouge a transformée

de Fourier [150].

1.3.2 Les facteurs influencant la production de biosurfactants

1.3.2.1 Source de carbone
La source de carbone est importante pour la croissance et la production de biosurfactants. Elle
varie d’une espece a I’autre et influence la quantité et la qualité du biosurfactant produit [121].
Le diesel, le pétrole brut, le glucose, le saccharose et le glycérol ont été rapportés comme une

bonne source de carbone pour la production de biosurfactants [36].

1.3.2.2  Source d’azote
L’azote est un complément pour la production de biosurfactants lors du processus de
fermentation, le rapport C/N (faible quantité d’azote) affecte I'accumulation du métabolite. Des
rapports C/N élevés limitent la croissance bactérienne, favorisant le métabolisme cellulaire vers
la production de métabolites. Par contre, 1’exceés d'azote conduit a la synthése du matériel

cellulaire et limite I'accumulation de produits [125].
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1.3.2.3  pH et température
Les valeurs pH et la température ne peuvent pas étre fixées et prendre des valeurs fixes pour la
majorité des microorganismes, ils dépendent de 1’espece cultivé. La plupart des productions de
biosurfactants sont effectuées dans une plage de température de 25 a 30 ° C [36].
Pour une souche de Pseudomonas aeruginosa, une meilleure production est établie a pH entre
6 et 6,5. En dehors de cet intervalle la production chute rapidement. D'autres souches comme

Norcardiacorynbacteroides sont inaffectées par des pH variant de 6 a 8 [151].

1.3.2.4  Adération et agitation
L’aération et 1’agitation du milieu de culture sont nécessaires, car elles facilitent le transfert
d’oxygene de la phase gazeuse a la phase aqueuse.
Pour les bactéries, une grande vitesse d'agitation induit une augmentation des vitesses de
cisaillement et donc un rendement faible de production. Cependant pour les levures une grande

vitesse d’agitation, le rendement est bon [36].

1.3.2.5  Concentration en sel
La concentration en sel affecte les activités cellulaires des microorganismes. En revanche,
quoique des concentrations jusqu’a 10% ont permis de détecter de légeres réductions de la
CMC, c’est ce qui a été observé pour certains biosurfactants contrairement a ce qui a été attendu

[36].
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2.1 Objectif du travail
Ce travail a pour objectif I’étude de la production de biosurfactants par une souche bactérienne,
isolée a partir d’un site contaminé par des hydrocarbures, en testant I’influence de différentes
sources de carbone sur son rendement de production.
La partie expérimentale de cette étude a été réalisée au sein du Laboratoire de Bioingénierie et

Génie des Procédés du Département de Génie de I’Environnement a 1’Ecole Nationale

Polytechnique d’ Alger.
2.2 Matériel

2.2.1 Appareillage

Appareil Marque
Autoclave NUVE
Incubateur-agitateur NUVE — WISESHAKE WISD
Four Pasteur SELECTA
Etuve FISHER BIOBLOCK SCIENTIFIC
Centrifugeuse a froid TOMOS
Spectrophotometre UV-Visible PRIM SECOMAM
Tensiomeétre GIBERTINI
Vortex TECHNOKARTELL
Réfrigérateur ARTHUR MARTIN ELECROLUX
pH-métre HANNA
Bec bunsen /
Balance analytique OHAUS
Hotte microbiologique TELSTAR MINI-U/PCR
Analyseur du carbone organique total ANALYTICJENA
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2.2.2 Verreries et matériel plastique

La stérilit¢ du matériel et de la zone de travail dans un laboratoire de microbiologie est

obligatoire.
Verrerie Matériel plastique
Pipettes graduées Boites de Pétri
Pipettes Pasteur / Rateaux Micropipettes 250 pl
Erlenmeyers 100 ml, 500ml Tubes eppendorf 1,5 ml
Fioles 250 ml, 500 ml Seringues 5 ml, 10 ml
Béchers 50 ml, 100 ml, 500 ml
Tubes a essai

2.2.3 Matériel biologique
La souche bactérienne : Tout au long de ce travail, nous avons utilisés une souche pure de
Pseudomonas aeruginosa isolée a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures dans le cadre
d’un travail antérieur. Cette souche a été¢ conservée a froid dans un tube a essai contenant du

bouillon nutritif.
2.24 Produits chimiques et milieux de culture

2.24.1 Milieux de culture

e Milieu de culture solide : la gélose nutritive a été préparée en introduisant 23 g de la
g€lose nutritive en poudre dans un litre d’eau distillée. Apres autoclavage a 120 °C
pendant 20 minutes, le milieu est réparti dans des boites de pétrie (hauteur du milieu :
de 3 2 4 mm) ensuite laissé refroidir pour obtenir sa solidification.
Ces boites peuvent étre utilisées tout de suite ou stockées dans des sacs en plastique

dans le réfrigérateur.

e Milieux de culture liquides : quatre milieux de culture de compositions différentes ont
été employés. Leurs compositions différent uniquement par la nature de la source de

carbone. Ils sont constitués, en sus de la source de carbone, de :
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e 1,6 g.17t de K,HPO,.

e 0,4 g.17! de KH,PO,.

e 02 gl deMgS0,.7H,0.
e 15 g.171 de NaCl.

e 3 gl de NH,NO;.

e 0,02 g.17! de CaCl,.

e 0,01 g.17tde ZnSO,.

o 0,05 g.1"! de FeSO,.7H,0.
¢ 0,008 g.1°! de MnSO,. H,0.
e 0,004 g.17! de CuSO,.5H,0.
¢ 10,0026 g.1"* de Co(NO5).

Les sources de carbone employées sont :

e Le milieu M1: contient 3 g.171 de glucose.
e Le milieu M2: contient 50 ml.1"! (5% du volume du milieu) du lactosérum récupéré
de boite de yaourt nature « soummam ».
e Le milieu M3: contient 50 ml.1"! (5% du volume du milieu) de I’huile d’olive.
e Le milieu M4: contient un mélange de 50 ml.1™! (5% du volume du milieu) d huile de
soja et d’huile de tournesol.
Le pH de ces milieux de culture a ét¢ ajusté vers la neutralité (entre 7 et 7,2). Les milieux ont

ensuite été stérilisés par autoclavage a 120°C pendant 20 min et stockés au réfrigérateur.
2.24.2  Produits chimiques

e HCIL
e NaOH.
e Kérosene.

e FEau physiologique.
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2.3 Méthodologie

2.3.1 Activation de la souche
A TI’aide d’une micropipette, un petit volume de la souche en suspension qui a été conservée
dans le tube a essai est prélevé et déposé dans les boites de Pétri contenant le milieu gélosé
solide, puis étalé sur toute la surface du milieu au moyen d’un rateau. L’incubation est réalisée

a 37°C pendant 24 a 48 h.

2.3.2 Préparation d’inoculum et mesure de la densité bactérienne
Quelques colonies sont mises en suspension dans 20 ml d’eau physiologique. Apres
homogénéisation a 1’aide du vortex, la densité optique est évaluée par un spectrophotometre
UV-VISIBLE a une longueur d’onde de 625 nm, la valeur de cette densité comprise entre 0,091

et 0,094 correspondant a 0,5 MC qui présente 1,5 x 108CFU.ml™ 1.

2.33 Pré-culture
Des pré-cultures de la souche de Pseudomonas ont été réalisées sur les quatre milieux de culture
M1, M2, M3 et M4. Dans 4 erlenmeyers stériles de 100 ml, des volumes de 50 ml de chaque
milieu préalablement autoclavé sont ensemencés séparément avec 1 ml de la suspension
préparée précédemment. L’incubation est réalisée sous agitation a 50 rpm a 37°C pendant 48

heures.

2.34 Culture
Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 500 ml stériles contenant 250 ml de milieu
de culture (M1, M2, M3 ou M4) ensemencé avec 50 ml de pré-culture adéquate. Les

erlenmeyers sont incubés pendant 8 jours a 37°C sous agitation a 100 rpm.
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Figure 2.1 : Les erlenmeyers contenant les milieux de culture.

235 Suivi de la fermentation
Chaque jour, 2 prélévements sont effectués, pour réaliser les analyses suivantes :
e Lamesure de la concentration bactérienne.
e [amesure de la tension superficielle.
e Le test de I’indice d’émulsification.

e Lamesure du COT.

2.3.5.1 Mesure de la concentration en biomasse
La mesure de la concentration en bactéries, se fait par un test quantitatif ou la turbidité ou la
densité optique d’une culture microbienne est mesurée. C’est une méthode indirecte pour le
suivi de la production de biosurfactants. Dans la présente étude, ce suivi a été réalis¢ en utilisant

un spectrophotometre UV-VISIBLE a une longueur d’onde de 625 nm.

2.3.5.2  Mesure de la tension superficielle
L’échantillon prélevé est centrifugé a 8500 rpm pendant 15 min a 4°C afin de séparer la souche
(le culot) du milieu de culture (le surnageant).

Au moyen d’un tensiométre numérique, la tension superficielle du surnagent a ét¢ mesurée et

1 1

exprimée en mN.m™" ou en dyn.cm™".

.
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Figure 2.2 : Le tensiométre (GIBERTINI) utilisé pour la mesure de la tension superficielle

2.3.5.3 Test de l’indice d’émulsification E,,
L’indice d’émulsification sert a vérifier le pouvoir des souches a émulsionner une phase
hydrophobe (kéroseéne) dans une phase hydrophile (le surnagent récupéré apres centrifugation).
Dans un tube a essai stérile contenant 2 ml du surnagent récupéré apres centrifugation, 2 ml de
kéroseéne sont rajoutés. Par la suite, le tube est vortexé a 40 hertz pendant 2 min. 24 heures

apres, I’indice d’émulsification est calculé d’apres I’expression suivante :
h,
E24(%) =—x100
h,

h. : La hauteur de 1’émulsion.

h, : La hauteur totale du mélange.
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Figure 2.3 : Observation de la couche émulsifiante en présence du kérosene.

2.3.54  Mesure du COT

La mesure du COT permet de connaitre la quantité totale de carbone organique présente dans
un ¢échantillon. Dans notre expérience, on cherche a mesurer la concentration du COT en
considérant que la quantité du carbone organique volatile est négligeable. L’analyseur du COT
permet de mesurer le NPOC (carbone organique non purgeable) qui est équivalent au COT
qu’on cherche a mesurer.

On mesure la concentration de COT dans les milieux frais (stériles et avant I’ensemencement)
et dans les échantillons de surnagent récupérés apres la centrifugation de chaque milieu afin de
comparer la quantit¢ de COT avant et apres la fermentation et avoir une idée sur la croissance
de la souche et la production de biosurfactant.

En raison du petit volume des échantillons, on réalise des dilutions avec 1’eau ultra-pure dans
le but d’atteindre le volume nécessaire pour réaliser la mesure, les valeurs finales du COT sont
obtenues par multiplication des valeurs obtenues expérimentalement par I’inverse du facteur de

dilution.
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Figure 2.4 : Analyseur du carbone organique total.

.
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3.1 Mesure de la concentration en biomasse
Afin de pouvoir comparer 1’évolution de la concentration en biomasse en fonction du temps
dans les différents milieux de culture, une étude a été effectuée dans ce cadre permettant la
mesure de la densité optique reflétant la variation de la croissance bactérienne.
La Figure 3.1 montre le profil de la croissance de la souche de Pseudomonas aeruginosa mise
en culture dans différents milieux servant de source de carbone, et ce, pendant 8 jours.
On remarque que la croissance de la souche dans les trois milieux suivants : lactosérum, 1’huile
d’olive et le mélange de soja et I’huile de tournesol ne présente pas de phase de latence, elle
débute directement par une phase d’accélération ou exponentielle observée au bout de 3 jours
pour le lactosérum, le mélange soja et 1’huile de tournesol et 4 jours pour 1’huile d’olive. Ceci
serait probablement di a la pré-culture durant laquelle il y a adaptation de la souche a son
nouvel environnement constitué de sources de carbone plus ou moins complexes par la synthése
ou la réactivation des enzymes nécessaires au catabolisme de ces substrats, atteignant ainsi des
taux de croissance maximaux. Cette phase est suivie directement par une phase de déclin pour
les milieux riches en lactosérum, I’huile d’olive et le mélange de soja et I’huile de tournesol, ou
les sources nutritives ont été épuisées. Par contre, en ce qui concerne le milieu contenant du
glucose, ’allure du graphe illustre bien que la croissance de la souche posséde une phase de
latence suivie d’une phase d’accélération se terminant par une phase stationnaire.
D’aprés ces résultats, on constate que la croissance dans les milieux riches en lactosérum et en
I’huile d’olive est plus remarquable comparée a la croissance dans les deux autres milieux de
glucose et du mélange de soja et I’huile de tournesol, on peut donc dire dans ce cas-la que le
pouvoir de cette souche a dégrader le lactosérum et I’utiliser comme source de carbone pour les
besoins de sa croissance est trés important et ceci est di a la composition variée du lactosérum
(eau, lactose, protéines solubles dans 1’eau, sels minéraux et la matiére grasse).En ce qui
concerne le pouvoir de dégradation de 1’huile d’olive il est moins intéressant que celui du
lactosérum, mais ils restent plus importants que celui des deux autres milieux a savoir le milieu
glucosé et le milieu contenant du mélange de soja et I’huile de tournesol.
La souche testée dans la présente ¢tude a vraisemblablement utilisé les protéines ainsi que la
matiere grasse présentes dans le lactosérum et non pas le lactose. En effet, d’aprées la littérature
I’espeéce Pseudomonas aeruginosa est considérée comme une bactérie lactose négatif donc
incapable de métaboliser le lactosérum, et ce, en raison de sa déficience en enzymes impliquées

dans la dégradation du lactose.
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Les résultats obtenus dans cette étude corroborent ceux rapportés par Rashedi et al. (2005) qui
ont obtenu la production de 150 mg.1"! de rhamnolipides avec le lactosérum, contre une
production de 138 mg.1"! en utilisant I’hexadecane comme source de carbone par la
Pseudomonas aeruginosa [152].

Par ailleurs, M. Robert et al. (1989) ont confirmé que 1’utilisation de I’huile d'olive comme
source de carbone par Pseudomonas aeruginosa engendre une meilleure croissance
(5 g.171de biomasse) par rapport au glucose(4,8g.1"*de biomasse) [125].

Yu-Hong Wei, Chien-Liang Chou et Jo-Shu Chang (2005) [153] ont montré que les valeurs
maximales de la production des rhamnolipides par Pseudomonas aeruginosa ont été atteintes
en utilisant I’huile d’olive. Des valeurs similaires ont également été obtenues en utilisant le
glucose et I’huile de tournesol. En outre, les huiles végétales sont efficaces pour la production

de rhamnolipides par Pseudomonas aeruginosa en comparaison avec glucose.

—&—glucose  ——soja et l'huile de tournesol ~ —A—1'huile d'olive =~ =>¢=lactosérum
1,2

DO A 625 NM
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Figure 3.1: Profils de la croissance de la souche Pseudomonas aeruginosa sur les différents

milieux de cultures testés.
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3.2 Mesure de la tension superficielle

La tension superficielle est I’'une des propriétés liées aux biosurfactants, sa mesure nous permet
de vérifier I’existence ou I’absence de ces molécules tensioactives.

D’apres les résultats illustrés sur la Figure 3.2, nous observons une diminution réguliére mais
différente de la tension de surface dans tous les milieux de culture testés, ce qui indique la
présence de molécules tensioactives dans chaque milieu.

Pendant les 8 jours d’incubation, la tension superficielle du milieu riche en glucose baisse
fortement puis stagne a une valeur de 32,15 mN. m™~! avec un taux de variation de 46,6%. Pour
ce qui est des autres milieux, la tension de surface de chaque milieu a atteint progressivement
son plus bas niveau : 34,2 mN.m™1, 30.2 mN.m™? et 34,7 mN.m™?! respectivement dans les
milieux contenant le mélange soja et I’huile de tournesol, 1’huile d’olive et lactosérum,
atteignant ainsi des taux de variation de 14,8%, 12,7% et 8,8% respectivement. Ces résultats

sont récapitulés dans le Tableau 3.1

Tableau 3.1 : Valeurs des tensions superficielles mesurées aprées 8 jours de fermentation dans

différents milieux de culture.

Source de carbone Tension Tension Taux de variation
superficielle initiale | superficielle finale (%)
mN.m™! mN.m™!

Glucose 60,25 32,15 46,6

Soja et I’huile de 40,15 34,2 14,8
tournesol

L’huile d’olive 34,6 30,2 12,7

Lactosérum 38,05 34,7 8,8

D’apres ces résultats, on peut affirmer que le biosurfactant produit par la souche étudiée dans
le milieu a base de glucose est le plus performant en termes d’abaissement de tension
superficielle (de 60,25 4 32,15 mN.m™1).

D’apres les travaux de Rashedi (2005)[152], les rhamnolipides produits par Pseudomonas
aeruginosa sur un milieu a base de lactosérum ont permis de réduire la tension superficielle de
pres de 28%. D’apres M. Robert (1989) [125], en présence de 1’huile d’olive, les biosurfactants

1

produits entrainent la diminution de la tension de surface a 28,4 mN.m™-, alors que les
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rhamnolipides secrétés dans le milieu glucosé réduisent cette force a 28,6. Selon Yu-Hong Wei,
Chien-Liang Chou et Jo-Shu Chang (2005) [153], La culture dans le milieu glucosé a
également atteint une tension de surface faible (30,6 mN. m™1). Cependant H.S. El-Sheshtawy
et M.M. Doheim (2014) [154] ont rapporté que la tension des produits synthétisés dans une

solution glucosé est réduite jusqu’a 32 mN.m™taprés 96 heures de culture.
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Figure 3.2 : L’¢évolution de la tension superficielle en fonction du temps dans les différents

milieux de culture étudiés.

3.3 Test de I’indice d’émulsification E,,

L’indice d’émulsification est une caractéristique de la présence des biosurfactants dans le milieu
de culture provoquant ainsi une émulsion.

L’analyse de la Figure 3.3 révéle une augmentation de 1’indice d’émulsification en fonction du
temps d’incubation.

En présence d’huile d’olive, on remarque dans les deux premiers jours une stabilisation des
valeurs de I’indice d’émulsification, ensuite I’émulsification augmente fortement pour atteindre
la valeur de 82% concomitamment a la phase de déclin de la croissance de la souche. Ce qui
permet de dire que le biosurfactant produit dans ce milieu est un métabolite secondaire.
Concernant le lactosérum, on remarque dés le premier jour une nette augmentation de I’indice
d’émulsification atteignant 77,66 %. Pour le milieu glucosé¢, on remarque une légcre
progression de 1’indice d’émulsification arrivant a un pourcentage de 48,69. Par ailleurs, la
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valeur maximale (63,45%) de I’indice I’émulsification dans le milieu a base d’huile de soja et
d’huile de tournesol est relativement élevée par rapport a celle du milieu glucosé.

Selon les résultats de la Figure 3.3 atteints a la fin de la fermentation, on conclut que le pouvoir
émulsifiant du biosurfactant produit par Pseudomonas aeruginosa a base de I’huile d’olive est
le plus intéressant.

D’apres M. Robert (1989) [125], le rhamnolipide formé dans un milieu riche en huile d’olive
a tendance a émulsifier les phases hydrophobes avec une capacité de 62,5%, alors que celle
dans le milieu glucosé atteint 65%. Yu-Hong Wei, Chien-Liang Chou et Jo-Shu Chang
(2005) [153], rapportent que les surfactants produits dans le milieu a base de glucose par
Pseudomonas aeruginosa émulsifient le kéroseéne et le diesel avec des indices d’émulsification

respectivement de 79 + 5 % et 80 + 3 %.

90
80

il

temps (jour)

I'indice d'émulsification
() ()

oS O

(=)

mglucose Msoja et I'huile de tournesol ~ ®T'huile d'olive  ®lactosérum

Figure 3.3 : L’¢évolution de I’indice d’émulsification en fonction du temps dans les différents

milieux de culture étudiés.

3.4 Mesure du COT
Pour la vérification de la consommation du carbone organique servant de nutriment pour la
souche Pseudomonas aeruginosa testée, on s’est proposé de mesurer le COT a I’issue de la
période d’incubation.
L’histogramme (Figure 3.4) illustre la variation de la concentration totale du carbone organique
(en considérant que le carbone organique volatile est négligeable) avant et aprés la fermentation
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RESULTATS ET DISCUSSION

dans les quatre milieux. On observe une diminution de la quantité totale du carbone organique
présente dans le milieu glucosé et celui contenant le mélange soja et 1’huile de tournesol apres
la culture, cette observation est expliquée par la dégradation par la souche testée de ces substrats
carbonés et de leur utilisation pour les besoins de sa croissance ainsi que la production de
biosurfactants. Cependant, pour les deux autres milieux riches en lactosérum et I’huile d’olive,
on remarque une augmentation de la quantité du carbone organique totale apres la fermentation,
ce qui peut tre expliqué par la concentration relativement importante des biosurfactants
produits dans ces deux milieux. Ceci est conforté¢ par le fait que les valeurs de I’indice
d’émulsification obtenues a I’issue de la fermentation pour ces deux milieux sont les plus

¢levées témoignant d’une production importante de biosurfactants, trés probablement de nature

rhamnolipidique.
1400
%; 1200
E 1000
8 800
% 600
;gg r aprés fermentation
0 ‘ avant fermentation
glucose lactosérum I'huile soja + huile

d'olive de tournesol

sources de carbone

Havant fermentation M aprés fermentation

Figure 3.4: Variation de quantité de COT exprimée en NPOC avant et aprés la fermentation dans les

milieux a base de glucose, lactosérum, d'huile d'olive et le mélange d’huile de soja et I'huile de tournesol.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le travail présenté dans ce mémoire concerne la production de biosurfactants par une souche
de Pseudomonas aeruginosa.
La souche cultivée a été utilisée pour produire les biosurfactants dans quatre milieux différents :
mélange d’huile de soja et d’huile de tournesol, huile d’olive, glucose et lactosérum.
L’¢étude de la croissance de Pseudomonas aeruginosa dans les quatre milieux nous a montré
que la souche étudiée est capable de métaboliser différentes sources de carbone testées et de
produire des biosurfactants. La meilleure croissance bactérienne a été obtenue dans les deux
milieux de culture riches en lactosérum et 1’huile d’olive.
Les résultats obtenus lors de la fermentation et le suivi de la tension superficielle dans les
différents milieux de culture montrent que la plus basse valeur de la tension superficielle qui
est de 30,2 est atteinte dans le milieu contenant I’huile d’olive avec un taux d’abaissement de
12,7 % tandis que le meilleur taux de diminution est celui obtenu pour le milieu glucosé 46,6%
ou la tension superficielle diminue jusqu’a atteindre 32,15.
Le meilleur pouvoir émulsifiant (82%) est obtenu dans le milieu de culture a base d’huile
d’olive.
En guise de perspectives, ce travail gagnerait a étre approfondi par :
e La réduction du colit de production des biosurfactants en testant d’autres substrats a
faibles valeurs marchandes telles que les huiles de friture, de vidange, etc.
e L’identification des biosurfactants produits par FTIR ou MS.
e [’¢tude de quelques activités biologiques potentiellement inhérentes aux biosurfactants
produits telles que 1’activité antimicrobienne et chélatrice.
e Laproduction des biosurfactants dans des bioréacteurs afin d’améliorer les rendements
de production.

e [’identification moléculaire de la souche testée par la méthode ARNr 16S.

.______________________________________________________________________________
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