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Résumeé

La présente étude a porté sur la production d'un biosurfactant par I'espéce
bacillus licheniformis sous forme libre et immobilisée .pour les cellules libres le travail
repose sur l'optimisation des conditions de cultivation en impliquant des variations de
sources de carbone et d’azote qui ont été examinés a pH et température constants, dans
le but d’accroitre la productivité qui ménent a un rendement maximal. Le procédé a été
suivie par la mesure de la tension de surface, et d’indice d’émulsification E24.pour les
cellules immobilisées, la concentration de l'alginate de sodium, du chlorure de calcium et
de la biomasse ont été optimisées. Le travail comprit aussi une étude de la cinétique et
une caractérisation du biosurfactant produit par les méthodes d’analyses

physicochimiques et biochimiques.

Mot clés : biosurfactants, bacillus licheniformis, tension superficielle, indice

d’émulsification,



ABSTRACT

The present study focused on the production of a biosurfactant by bacillus
licheniformis species in free and immobilized form. for free Cells work is based on the
optimization of cultivation conditions by involving changes in sources of carbon and
nitrogen which were examined at constant pH and temperature, in order to increase
productivity leading to maximum performance. The process was monitored by measuring
the surface tension, emulsification and index E24.for the immobilized cells, the
concentration of sodium alginate, calcium chloride and biomass were optimized. The work
also realized a study of the kinetics and characterization of biosurfactant produced by

physicochemical and biochemical analysis methods.

Key word : biosurfactant , bacillus licheniformis, surface tension, emulsification index
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Introduction général

Les tensioactifs sont des molécules amphipathiques qui se répartit préférentiellement
a linterface entre des phases fluides telles les interfaces huile / eau ou air/eau .ces
propriétés de surfactant capables de réduire la tension superficielle et interfaciale et
rendre le tensioactif des excellents agents détergents, émulsionnants, moussants et

dispersants.

Les tensioactifs sont largement utilisés a des fins industrielles, agricoles,
alimentaires, cosmétiques et application pharmaceutique toutefois la plupart de ces
composés sont synthétisés chimiqguement et causer des problemes d’ environnement et
de la toxicologie, en raison de la nature réfractaire et persistante de ces substances
(Makkar et Rockne, 2003). Avec les progres actuels de la biotechnologie, I'attention a été
accordée au processus respectueux de I'environnement alternatif pour la production de
différents types de biosurfactants de micro-organismes (Loftabad et al, 2009).

La plupart des surfactants commercialement disponibles sont d’'origine chimique
et sont des produits dérivés du pétrole. lls présentent un risque pour I'environnement car
ils sont généralement toxiques et non biodégradables (VIPULANANDAN et REN, 2000).
C'est pourquoi, depuis quelques années, et grace a l'essor de la biotechnologie, les
scientifiques se sont intéressés a des surfactants produits par des microorganismes : les
tensioactifs biologiques ou biosurfactants. Ceux-ci possedent les mémes propriétés
tensioactives que leurs homologues chimiques, mais ont 'avantage d’'étre biodégradables,
non toxigues et ont une capacité élevée de formation de mousse, une plus grande
sélectivité, l'activité spécifique a température extréme, le pH et la salinité, la capacité a
synthétiser a partir de substrats renouvelables et I'acceptabilité écologique (Fontes et al.,
2008).

Bien que les biosurfactants les plus connues sont d’origine bactérienne, tel que
rapporté par Abouseoud et al. (2008), Wu et al. (2008), Das et al. (2009), Pansiripat et al.
(2010), Abbasi et al. (2012), Eddouaouda et al. (2012), Khopade et al. (2012a, b), Sousa
et al. (2012) et Burgos-Diaz et al. (2013), I'étude de la production biosurfactant par des
bactéries a pris de 'ampleur, la production étant signalé principalement par genres
Candida sp., Pseudomonas sp. et Yarrowia sp. (Morita et al, 2007, 2008;. llori et al,

2008;. Luna et al, 2009 . Batista et al, 2010, Daverey et Pakshirajan, 2010; Luna et al,
2011, 2012;. Accorsini et al. , 2012; Fontes et al, 2012;. Rufino et al, 2012 ,Chung et al,
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(2013). Pichia spp. Sont des bactéries trés intéressantes du point de vue des applications
environnementales (Walker, 2011).

Les biosurfactants incluent un grand nombre de structure chimique, comme les
glycolipides, les lipopeptides des complexes polysaccharides - protéines, les
phospholipides et les acides gras

La source de carbone et source d’azote utilisés pour la croissance peut étre des
hydrocarbures ou des carbohydrates, qui jouent un rble important sur le rendement et la
structure de biosurfactant, certains microorganismes se développent uniqguement sur des
hydrocarbures, d’autres exigent un milieu contenant des sucres et des acides aminés

La recherche sur la production de tensio-actif biologique a augmenté de .fagon
significative en raison des avantages qu'ils présentent par rapport aux composés
synthétiques. Actuellement, la production de biosurfactants est trés colteux en raison de
l'utilisation de milieux de cultures synthétique. Par conséquent, l'accent est mis sur
l'acquisition de divers substrats agro-industrielle a bas prix, y compris huiles végétales, la
distillerie et déchets des produits laitiers, de la mélasse de soja, graisses animales et
déchets et féculents comme matieres premiéres. Ces déchets peuvent étre utilisés comme
substrats pour la production a grande échelle de biosurfactant avec une technologie
avanceée.

L’objectif du projet est la synthese et la caractérisation d’'un agent biosurfactant
par la souche indicé K2N. L’étude s’effectue dans des cultures en batch de ces cellules

sous formes libres et immobilisés utilisant des différents sources de carbones et d’azotes.

L’influence de facteurs physicochimiques tel que la nature des substrats nutritifs
ainsi leurs rapports de concentrations, seront étudiés afin de déterminer les conditions
optimales de production de biosurfactant.par la mesure de la tension superficielle et

I'indice d’émulsification

Le produit obtenu sera caractérisé par des méthodes physicochimiques et

biochimiques par la mesure de la tension superficielle et I'indice d’émulsification.
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1.1 Généralité :

1.1.1_ Définition :
Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles constituées d’'une partie hydrophile

polaire et d'une partie hydrophobe non polaire. Généralement, le groupement hydrophile
est constitué d'acides aminés, peptides ou de polysaccharides (mono ou di) ; le
groupement hydrophobe est constituée d’'acides gras saturés ou non saturés (DESAI et
BANAT, 1997).

La portion hydrophile de la molécule permet de distinguer quatre types chimiques de
biosurfactants: 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 ionigues, sans charge et les
amphoteres (zwitterioniques) qui possedent deux groupements hydrophiles différents: I'un
anionique et l'autre cationique. Selon le pH de la solution, ils peuvent agir en tant
gu'espece anionique, cationique ou neutre (WEST et HARWELL, 1992).

La portion hydrophobe, quant & elle, influe sur la chimie du biosurfactant par son
aromaticité, son nombre de carbones ou son degré de ramification (WEST et
HARWELL,1992).

1.1.2_Structure :

Il s’agit de molécules amphiphiles (Prommachan, 2002), constituées de deux pdles: un
pole hydrophile, qui peut étre un ester, un hydroxyle, un phosphate, un carboxyle, ou
encore un groupe d’hydrates de carbone et peut avoir une charge neutre ou négative, et
un p6le hydrophobe qui est un acide gras (Maier, 2003, Marqués et coll., 2009) hydroxylé,

saturé ou insaturé, et peut étre aussi un peptide (Banat, 1995)
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il

Chaine carbonnée T éte

Figure 01 : structure du biosurfactant

[.1.3_Type des biosurfactant :

La revue bibliographique révéle que la majorité des biosurfactants sont de type
anionique ou non ionique (Cameotra et Makkar, 1998 ; Bognolo, 1999).. Il existe peu de
structures cationiques (Mulligan et al., 2001) : cependant et dans certains cas, la présence
de groupements contenant des atomes d'azote confére un certain caractére cationique a

la molécule, ce qui va influencer ses propriétés d’adsorption ou de floculation par exemple.

La portion hydrophile de la molécule permet de distinguer quatre types chimiques de

biosurfactants:

e Les cationiques: qui possedent une charge positive.

e Les anioniques: agents de surface possédant un ou plusieurs groupes
fonctionnels qui s'ionisent en solution aqueuse pour donner des ions chargés
négativement.

e Les non ioniques: sans charge.

e Les amphoteres: qui possédent deux groupements hydrophiles différents: I'un
anionique et l'autre cationique. Selon le pH de la solution, ils peuvent agir en tant
gu'espéce anionique, cationique ou neutre (WEST et HARWELL, 1992).
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Figure 02 : type des biosurfactants (E.jaspart (2012)).(chapitre I)

I.1.4_Micro-organismes producteurs des Biosurfactants :

Les biosurfactants sont principalement produits par des micro-organismes se
développant de maniere aérobie (Mulligan et al., 2001) dans un milieu aqueux contenant
une ou plusieurs sources de carbone, comme des hydrates de carbone, des huiles ou des
hydrocarbures (Bognolo, 1999 ; Mulligan et al., 2001). Ces organismes sont en général
des levures, des champignons ou des bactéries (Tableau 01). Les plantes, les animaux ou
les humains sont également capables d’en produire (Christofi et lvshina, 2002).

Le principal role physiologique du tensioactif est de permettre aux micro-organismes
de se développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre
l'eau et le substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Fiechter, 1992; Mata-
Sandoval et al., 2000).

Les bactéries utilisées pour produire les biosurfactants sont en général issues de sols
contaminés par des molécules hydrophobes comme les Hydrocarbures aromatiques
polycycligues . Elles sont donc isolées de leur milieu naturel et sont cultivées en
laboratoire. Ceci permet de faire des tests pour choisir la meilleure source de carbone et
d’'optimiser les milieux de culture afin d’obtenir un taux de production maximum. Dans tous

les cas, le biosurfactant obtenu est un mélange de plusieurs molécules.
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I.1.5_ Classification des biosurfactants :

On distingue cing grandes classes de biosurfactant: les glycolipides, les lipopeptides,
les phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres (Healy et al., 1996).

- Les glycolipides: sont constitués d’hydrates de carbone en combinaison avec une
longue chaine dacides aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques (RON et
ROSENBERG, 2002).

- Les lipopeptides: sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptide. Lipides
d’'ornithine sont les plus connus (HEALY et al., 1996).

-Les phospholipides: sont formés de groupements alcool et phosphate et de chaine
lipidique (BOGNOLO (1999).

- Les lipopolysaccharides: ou polymériques sont constitués d’'une ou plusieurs unités
saccharides et d'acides gras. (HEALY etal., 1996).

-Acides gras et les lipides neutres: Les acides gras produits a partir d’'alcanes a la suite
d’oxydations microbiennes ont été considérés comme des agents de surface. En plus des
acides a chaine droite, les microorganismes produisent les acides gras complexes
contenant des groupes OH et des branches alkyliques. Des exemples de tels acides
complexes c’est les acides Corynomucoliques, qui sont aussi les agents de surface (Van
Dyke.M.I et al 1993).

Tableau 01: les types des biosurfactants et les micro-organismes producteurs (BANAT et

al., 2000).

Type de Biosurfactant Micro-organismes
Glycolipides Rhdococcus erythropolis
Trehalipides Nocardia erythropolis
Trehalose Dimycolates Mycobacterium sp
Trehalose dicorynemycoaltes Nocardia sp
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Rhamnolipides
Sophorolipides

Cellobiolipides

Arthrobacter sp
Corynebacterium sp
Pseudomonas aerugi
Pseudomonas sp
Torulopsis bombicola
Torulopsis apicola
Torulopsis petrphilum
Torulopsis sp
Ustilago zeae

Ustilago maydis

nosa

Lipopeptides et lipoprotéine
Peptide-lipide

Viscosin

Surfactine

Subtilisine

Polymyxins

Streptomyces sp
Corynebacterium sp
Mycobacterium sp

Bacillus licheniformis

Pseudomonas fluorescens

Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Bacillus polymyxa

Phospholipides

Candida sp
Corynebacterium sp
Micrococcus sp

Thiobacillus sp

Acides gras et lipides neutres

Acinetobacter sp

Pseudomonas sp
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Micococcus sp
Mycococcus sp
Candida sp

Peenicillium sp

Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les
biotensioactifs les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et les
phospholipides, le tableau 01 représente les types des biosurfactants ainsi que leurs
origines. (DESAI et BANAT, 1997).

[.2 Avantages des biosurfactants :

Les recherches ont montré que biosurfactants présentent de nombreux avantages par
rapport aux tensioactifs synthétisés chimiquement. Voici quelques-uns des avantages de
biosurfactants (Kosaric, 1992; Mulligan et Wang, 2006).

» Biodégradabilité: Biosurfactants sont facilement dégradés par les bactéries et d'autres
organismes microscopiques, dou ils ne posent pas beaucoup de menace pour

'environnement. (Mulligan, 2005 ; Mohan et al., 2006).

« Généralement faible toxicité: par exemple glycolipides de Rhodococcus sp. 413A sont
50% moins toxique que le Tween 80 dans des essais de solubilisation du naphtaléene
(kanga et al., 1997).

* Biocompatibilité et la digestibilité: Cet avantage assure leur application dans des
produits cosmétiques, les produits pharmaceutiques et les additifs alimentaires

fonctionnels (Pattanathu, et al .,2008).

» Disponibilité des matieres premiéeres: Biosurfactants peuvent étre produits a partir de

matieres premieres qui sont disponibles en grandes quantités. (Pattanathu, et al .,2008).

« Economie de la production acceptables: Selon son application, biosurfactants

peuvent également étre produits a partir de déchets industriels et des sous-produits, et
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c’est un intérét particulier pour leur production en vrac. (Pattanathu, et al .,2008).

» Utilisez le contrbole de I'environnement: Biosurfactants peuvent étre efficacement
utilisés dans le traitement des émulsions industrielles, le contrble des déversements
d’hydrocarbures, la biodégradation et la détoxification d'effluents industriels et la

bioremédiation des sols contaminés.(Pattanathu, et al .,2008).

» Spécificité: Biosurfactants étant des molécules organiques complexes avec des
groupes fonctionnels spécifiques sont souvent spécifiques dans leur action. Ce serait
d’'un intérét particulier dans la détoxification des polluants spécifiques, dé-émulsification
d’émulsions industrielles, cosmétique spécifigue, pharmaceutique et applications
alimentaire (Pattanathu, et al .,2008).

Caractéristiques techniques excellentes :

- abaissement de la tension interfaciale (~ 0.1dyne/cm).

- abaissement de la tension superficielle (~27 dyne/cm).

- Emulsification (50-100%).

- pouvoir moussant (mousse stable(15 min.)).

- pouvoir mouillant (abaissement de I'angle de contact > 30%).

- CMC (20-2000 mg/l).

- pouvoir antibiotique ou fongicide.

- Stabilité thermique et chimique : plus stables que les surfactants synthétiques. T(4-

100°C); pH (4-9); salinité (5%-20%).

- Caractéristiques  écologiques: biodégradables  (100%), non  toxiques,
biocompatibles, d'ou la possibilité de leur utilisation dans les préparations

pharmaceutiques et agroalimentaire. (Abouseoud.M (2008))

I.3_ Propriétés des biosurfactants :
[.3.1_ Abaissement de la tension superficielle :

La tension superficielle est définie comme étant la force existant a la surface d’'un
liquide du a lattraction entre les molécules qui s’opposent a la rupture de la surface

(holemberg et al..2001). Elle s’exprime en Dyne.Cm™ (=mN.m™).
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Les biosurfactant diminuent considérablement la tension superficielle de l'eau,
méme dans les solutions tres diluées. ceci apparait dans lI'exemple: la tension
superficielle de I'eau pure est de 62.80 mN/m a 20°c et en présence d'un biosurfactant,
elle peut atteindre approximativement une valeur de 30 mN/m (Holmberg et al.,2001).

1.3.2_Abaissement de la tension interfaciale :

La tension interfaciale est la force nécessaire pour rompre la surface entre deux

liquides immiscibles (Neindre, 1993).

La tension interfaciale de I'eau contre un alcane (n-octane) est de 50.81 mN/m a
20°c et en présence d'un biosurfactant, elle diminue jusqu’a moins de 1 mN/m (Holmberg
et al. 2002).

1.3.3_Les agents moussants :

La formation de mousse, dispersion d’'un volume important de gaz dans un faible
volume de liquide, nécessite la présence d’agents tensioactifs qui s’adsorbent a l'interface
eau- air. (Référence : identification phenotypique de souches bacteriennes isolees
localement et production d’un biosurfactant)

1.3.4_ Les agents mouillants :

Le mouillage d’'un solide par un liquide correspond a I'étalement du liquide sur le
Solide. En diminuant la tension superficielle, les agents mouillants permettent un plus
grand étalement du liquide

1.3.5_Les émulsifiants :

Un émulsifiant permet de mélanger deux liquides non miscibles, par exemple de
'eau et de I'huile. Un des liquides est dispersé dans le second liquide sous forme de
petites gouttelettes.(refernce)

1.3.6_Pouvoir détergent :

La détersion est définie comme le déplacement a l'aide d’'une solution aqueuse de
toute sorte de contamination graisseuse rencontrée, généralement, sur les surfaces

solides.

-11-
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1.3.7_Concentration micillaire critique (CMC) :

La CMC est par définition la concentration en solution d'un agent de surface au-
dessus de laquelle une partie des molécules dispersées au sein de la solution se

ressemblent pour former des micelles (pore, 1992).

Téte polaire

' - ‘ hydrophile
. Milieu agueux

QP

hydrophobe

Figure 02 : Représentation schématique d’'une micelle de surfactant (pore ,1992).

La CMC peut également étre définie comme étant la concentration pour laquelle la
tension superficielle devient minimale (environ 30 (mN.m™)) en solution aqueuse).pour de
nombreux tensioactifs, la tension superficielle minimale est a peu pres identique mais la
CMC varie en fonction de leur structure.la plupart des biosurfactants ont des CMC
inférieures et des nombres d’agrégation supérieures aux surfactants synthétiques : leur
efficacité est donc meilleure (Mata-Sandoval et al 2000) ,les CMC obtenues pour les
biosurfactants varient de 1 & 200 (mg.L™ )(Zhang et Miller, 1992 ; Abalos et al.,2001).

1.3.8_Solubilisation et biosurfactants dans I'eau :

Les agents tensio-actifs, au dessus de leur concentration micellaire critique
augmentent, de facon significative, la solubilité des produits insolubles ou peu solubles

A 0

dans I'eau. Ce phénomene est appelé “solubilisation” (Marcou, 1989).

La solubilité des biosurfactants dans I'eau ou dans les hydrocarbures dépend du
nombre de liaison C-C présentes dans la partie lipophile de la molécule du biosurfactant

(Mimouni, 1995), c’'est-a-dire :

-12-
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» Silalongueur de la chaine (de la partie lipophile) est inférieure a 12 liaisons C-C, le

surfactant est soluble dans I'eau.

» Si la partie non polaire (lipophile) a plus de 16 liaisons C-C le surfactant est non

soluble dans l'eau.

Cette propriété de solubilité devient aisée quand il y a formation de micelle, car la
molécule individuelle du biosurfactant est relativement peu soluble dans I'eau, du fait
gu’elle renferme une partie hydrocarbonée importante insoluble dans I'eau, par contre la
micelle réalise des conditions meilleures de solubilité puisque les parties hydrocarbonées
sont soustraites a I'eau et que sa surface est recouverte par I'ensemble hydrosoluble
(Mimouni, 1995).

1.3.9 Toxicité et biodégradabilité :

Il existe de nombreux travaux sur la toxicité des surfactants chimiques, mais peu de
recherches ont été effectuées sur les biosurfactants. (Edwards et al.(2003) ont comparé la
toxicité de trois surfactants chimiques et biologiques sur deux invertébrés marins
(Mysidopsis Bahia et Menidia Beryllina). Ces auteurs concluent que les bio tensioactifs ont

des toxicités intermédiaires a celle des chimiques.

Des tests de toxicité (oculaires et dermiques) réalisés par (Haba et al.(2003) ont
montré que les rhamnolipides produits par une souche de pseudomonas aeruginosa

étaient classés comme produits non irritants et non toxiques.

De nombreux auteurs indiquent que les bio tensioactifs sont biodégradables (parra
et al.,, 1989 ; Herman et al., 1995 ); (Banat et al.,2000 ;Vipulanandan et Ren,2000). Une
étude réalisée par (descenes et al. (1996) ), reporte que 'UG2, biosurfactant produit par
une souche de pseudomonas aeruginosa n’affectait pas l'activité microbienne globale,

méme & de fortes concentrations (500 pg de tensio-actif. g™ de sol).

I.4_Applications des biosurfactants :

Les applications industrielles des agents de surface sont classées en fonction de la
facon dont elles sont appliquées. Ce sont les agents de surface utilisés dans les

détergents et les produits de nettoyage (54%); comme auxiliaires pour les textiles, le cuir
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et le papier (13%), dans les processus chimiques (10%), dans les produits cosmétiques et
pharmaceutiques (10%); dans l'industrie alimentaire (3%); dans l'agriculture (2%) et dans
d’'autres (8%).

Tableau 02 : application des biosurfactants selon leurs fonctions (Gabet.S (2004)).

Fonction Champ d’application
Emulsifiant et dispersant Cosmétique, peinture
Solubilisant et micro émulsifiant Pharmaceutique, articles de toilette
Détergent Nettoyants ménagers, produits de I'agriculture ou de

haut technologie

Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrie textiles,
peinture

Agent moussant Cosmétiqgue, article de toilette

Agent épaississant Peinture

Récupération des ressources Récupération assistée de pétrole

Dé-émulsifiant Traitement des déchets

Agent réducteur de viscosité Transport par pipeline

[.4.1_Domaine d’environnement :

Dans le domaine de la protection de I'environnement et la remédiation, les
biosurfactants (Rhamnolipides) sont utilisés dans la dépollution marine et des sols

contaminés par les hydrocarbures (Lang Wallbrant, 1999).

- 14-
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I.4.2_Domaine d’agriculture :

En agriculture, les biosurfactants sont utilisés, en particulier, dans la formulation
d’herbicides et de pesticides (Lang et Wallbrant, 1999).

1.4.3_Domaine de I'industrie alimentaire :

Biosurfactants ont de nombreuses applications dans les industries alimentaires, tels
qgue pour contréler 'agglomération des globules gras, de stabiliser les systemes gazeuses,
d'améliorer la texture et la durée de conservation des produits contenant de I'amidon, de
modifier les propriétés rhéologiques de la pate de blé et d'améliorer la consistance et la
texture des produits a base de graisse. Dans l'industrie alimentaire, biosurfactants sont
utilisés comme émulsifiants dans la transformation des matiéres premiéres. (Kachholz &
Schlingmann, 1987).

I.4.4_ Cosmétique :

On distingue deux grands domaines, la cosmétique rincée (produits d’hygiéne lavants tels
que les shampooings, gels douches, dentifrices) et la cosmétique blanche (produits de
beauté tels que les cremes, laits, maquillages et autres produits de soin). La cosmétique
rincée 29 utilise les surfactants pour leur propriété détergente tandis que la cosmétique

blanche privilégie le pouvoir adoucissant et émulsifiant. (virgine NETO (2007)).

1.4.5 Domaine pharmaceutique et thérapeutique :

Biosurfactants ont un large éventail dapplications dans les domaines
pharmaceutiques (Mukherjee et al. 2006). Plusieurs biosurfactants ont été signalés a
posséder antifongique, antibactérienne, antivirale, antimycoplasma, immunomodulateur et
activités antitumorales (Desai et al 2008;. Gharaei-Fathabad 2011; Krasowska 2010;
Mukherjee et al. 2006; Muthusamy et al. 2008; Okoliegbe et Agarry 2012; Rodrigues et al.
2006; Rodrigues et Teixeira 2010; Seydlova et Svobodova 2008; Sriram et al. 2011; Zhao
et al 2010). Toutefois, leur pratique utiliser en tant que médicaments thérapeutiques est
dans une certaine mesure limitée par leur activité hémolytique et cytotoxicité envers des
lignées de cellules animales normales (Nasrollahil et al 2012.; Rodrigues et Teixeira,

2010a; Rodrigues et Teixeira, 2010a; Rivardo et al. 2009). Actuellement, les demandes de
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microbulles a base de biosurfactants fournissent un approche thérapeutique prometteuse

pour les traitements ciblés (Xu et al. 2011) a base de biosurfactants.

L'utilisation et l'application commerciale potentielle des biosurfactants dans le
domaine médical ont augmenté au cours de la derniere décennie. Leurs propriétés
antibactériennes, antifongiques et antivirales rendent molécules pertinentes pour des
applications dans la lutte contre de nombreuses maladies et comme agents
thérapeutigues. En outre, leur role d'agents anti-adhésifs contre plusieurs agents
pathogénes indique leur utilité comme agents de revétement anti-adhésif approprié pour
les matériaux d’insertion meédical conduisant a une réduction dans un grand nombre
d’infections nosocomiales, sans l'utilisation de médicaments et de produits chimiques de
synthese. Cet examen porte sur les perspectives médicinales et thérapeutiques sur les

applications biosurfactant. (Rodrigues et al .,(2006).

Tableau 03 : Applications thérapeutiques des biosurfactants. ( Fiechter .A (1992)).

Biosurfactant organisme Application

Surfactin Bacillus subtilis Agent anti- mycoplasme
[turin Bacillus subtilis Agent antifongique
Pumilacidin Agent antiviral

Propriétés anti-ulcere

Lipopeptides Streptosporangium Facteur  simulant de
colonie de
Amethystogenes sub sp
Fukuiense Al-23456 Granulocyte (G-CSF) et
facteur

stimulant de colonie de
granulocyte

macrophage  (GM-CSF)
induisant l'activité
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Glycolipides Condida antarctica T-34 Agent anti —tumoraux

Succinoyl-tréhalose lipide | Rhodococcus erythropolis | Inhibition de croissance
recto de virus d’herpés et
de virus de gripe

Dicorynomycolate Propriétés antifongiques
tréhalose

1.5 Contraintes avec I'utilisation des biosurfactants :
* Faible rendement de production (2-100 g/l).
» Difficultés de séparation et de purification.
« Codt élevé ( rhamnoilpid (Jeneil) 320%/kg).
Solutions envisageables ?

o Utilisation de matiére premiére non conventionnelle déchets industriels,
agroalimentaire,...

* Améliorations des souches par modifications génétiques. (Abouseoud.M (2008)

I.6_Mécanisme de production des biosurfactants :

[.6.1 Production associée a la croissance :

La biosynthése des rhamnolipides par des souches de pseudomonas aeruginosa
se réalise pendant la phase exponentielle de croissance et est due a un transfert
séquentiel glycosyl catalysé par des transférases rhamnosyl spécifique [36]. La
biodispersan par les especes de Bacillus LAF-343. De glycoprotéine par pseudomonas
fluorescens 378. (Dessai et al., (1997))

1.6.2_Production dans des conditions de croissances limitées :
Ce type est caractérisée par une augmentation forte de la production de

biosurfactant en raison de la limitation d'un ou plusieurs composants comme par exemple
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l'azote et le fer pour les especes de pseudomonas, la production de bioémulsifiant par
condida tropicalis 1IP4, de glycolipides par Nocardia sp SFC-D, et de hydrosoluble

biosurfactant par torulopsis apicola. (Dessai et al., (1997))

1.6.3_Production avec I'addition de précurseurs :

Des chercheurs ont montré que l'addition des biosurfactant au milieu de
croissance résulte a des changements qualitatifs et quantitatifs du produit, par exemple,
l'addition des composés comme le trisaccharides dans le milieu de culture contenant
'espéce de Nocardia corynebactérie ont eu comme conséquence la production accrue de

biosurfactants avec un rendement environ 120 a150 g/l. (Dessai et al., (1997))

1.6.4_Production par des cellules immobilisées :

La production par les cellules immobilisées est un type de production de
biosurfactant dans lequel il n'y a aucune multiplication de cellules. (Dessai et al., (1997)).
L'immobilisation permet de retenir les cellules microbiennes fixées sur un support poreux
dans un systéme de fermentation et d'obtenir ainsi de hautes densités de biomasse.
( Mata-Sandoval et al.,(2000)).

La production de biosurfactant en reposant des cellules est importante pour la
réduction de colt de rétablissement de produit, car la croissance et les phases de
formation de produit peuvent étre séparées.

Parmi les exemples de production par des cellules immobilisées on cite :

La production de rhamnolipides par des souches de pseudomonas aeruginosa CFTR-6,
de sophorolipides par torulopsis apicola et condida apicola ,cellobiolipides par Ustilago
maydis,de tetraester de tréhalose par les Rhodococcus erytbropolis, et la production de
lipide de mannosylerythritol par condida antarctique.

|.7_Parametres influencant la production :
Un certain nombre de facteurs influent sur la production de biosurfactants. Ces facteurs
incluent les facteurs environnementaux (température ; pH; agitation et taux d’oxygéne)

ainsi que de source de carbone et source d’Azote. (Rahman et al.,(2002))

I.7.1_ Influence de la source de carbone :
La source de carbone est 'un des parametres influencant le plus la production des
biosurfactants, soit par induction, soit par diminution de la quantité produite. Les sources de

carbone solubles dans l'eau (glycérol, glucose, mannitol ou éthanol) sont utilisées pour
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produire des rhamnolipides. Cependant, les rendements semblent étre inférieurs a ceux
obtenus sur des substrats insolubles, comme des n-alcanes ou de I'huile d'olive (DESAI et
BANAT, 1997). En effet, les bactéries ont la capacité de croitre sur des substrats
hydrophobes (CAMEOTRA et MAKKAR, 1998).

[.7.2_ Influence de l'azote :

De nombreuses études ont montré que la synthese de rhamnolipides se produisait
lorsqu’il y avait un exces de carbone dans le milieu ou lorsque l'azote était en quantité
limitant. L'azote peut étre apporté sous différentes formes selon les bactéries productrices
(LANG et WULLBRANDT, 1999).

1.7.3_ Influence du pH :

Pour une souche de Pseudomonas aeruginosa, le pH du milieu de culture doit se
situer entre 6,0 et 6,5. A des pH inférieurs ou supérieurs, la production de biosurfactants
chute rapidement. D’autres souches comme Norcardiacoryn bacteroi sont inaffectées par
des pH variant de 6,5 a 8,0 (ARINOet al.,1996)

1.7.4_ Influence des sels minéraux :

Il semblerait qu'une concentration limitant en ions magnésium, calcium, potassium
sodium ou éléments traces induise une augmentation de production (GUERRA SANTOS et
al., 1986).

I.7.5_ Influence de I’'oxygéne :

La disponibilité de I'oxygene peut également affecter la production a travers son effet

sur l'activité cellulaire ou la croissance (GABET, 2004).

1.7.6_ Influence de la vitesse d’agitation :

Les milieux de culture sont agités lors de la production de biosurfactant. Pour les
bactéries, une augmentation de la vitesse d’agitation induit une augmentation des vitesses
de cisaillement et donc un rendement moindre. L'effet inverse est observé lorsque les

organismes producteurs sont des levures (DESAI et BANAT, 1997)
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1.8 Identification des biosurfactants :

Une fois les produits biosurfacatnts a sont purifiés, il faut déterminer leur structure,

parmi les différentes analyses qualitatives on utilise le plus fréquemment :

e La spectrométrie d’adsorption en lumiére ultra-violet et visible (UV-Vis) qui
détecte la présence de chromophore (spoeckner et al., 1999),

e La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine le groupement fonctionnel
(Peypoux et al. 1999),

e La spectrométrie de masse (MS) qui donne le poids moléculaire, des indications
sur la structure et qui, a haute résolution, fournit 'analyse élémentaire de la
molécule (Daniels et al. 1999).

e La résonance magnétique nucléaire a haute champs (RMN de proton et de
carbone 13) indique la structure et la conformation des composés a analyser
(Daniels et al. 1999).

1.9 L’'immobilisation cellulaire :

Il peut étre défini comme des cellules physiquement confinées ou localisées dans
une région définie de L'espace avec maintien de leurs activités catalytiques, pouvant étre
utilisées de fagon répétitive et continue (Chibata et al., 1986)

Outre l'intérét de réaliser des procédés en mode continus, I'immobilisation a 'avantage de
permettre le maintien de concentrations cellulaires élevées. Ces deux points conduisent &
une amélioration trés nette de la productivité.

Le tableau 04 illustre les avantages et les inconvénients de la technique d’'immobilisation

cellulaire.

- 20-



Etude bibliographique

Tableau 04 : Caractéristique des cellules immobilisées
(Champagne et al ,1986 Navarro et al. 1985)

Avantages

Inconvénient

Les cellules présentent une stabilité

accrue vis-a-vis

de plusieurs paramétres:
-stabilité thermique

-période de demi-vie élevée

(3 mois)

-agitation

-PH

-Obtention de densité cellulaire
(Ultiaie) élevée

-Taux de production plus élevé
gu’en fermentation classique
-Contamination moins

fréquente

-Possibilité de CO-immobilisation

-Mise en ceuvre de procédé en
continu:

-plus grande versatilité dans
I'élaboration de procédés en
continu:

-le produit devient aisément

-Le support d'immobilisation s’ajoute

aux membranes cellulaires ce qui

provoque certains problémes
-de transfert de masse:

le substrat vers les cellules

le produit vers le milieu de culture
-Procédé de fabrication complexe

-Activité spécifique inférieure
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séparable des cellules

-Modulation des activités physiologiques:
-diminution des temps de

doublement

-synchronie

-stabilité plasmidique

Des différents polysaccharides naturels, c'est l'alginate et la carraghénane qui
démontrent la meilleure stabilité mécanique et la meilleure activité cellulaire lors de la
fermentation propionique gl L'alginate a été choisie comme matrice d'immobilisation pour
son transfert de masse ainsi que pour I'expertise de I'équipe de recherche au niveau de la
fabrication et de l'utilisation des billes d’alginate.

L'alginate est extraite d'une algue composée d'un copolymere d'acide D-
mannuronique et L-guluronique.( Chibata, et al 1986)

Pour fabriquer les billes, une méthode d’extrusion est utilisée. Elle consiste a ajouter
goutte a goutte une suspension d’'alginate de Sodium et de cellules a une solution de
chlorure de calcium. La goutte se solidifie dés qu’elle entre en contact avec le CaCl2, en
résulte des billes de quelques millimetres de diametre, dans lesquelles sont emprisonnées
les cellules.
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Conclusion

Biosurfactant est un surfactant naturel créé a partir de la fermentation qui peut
remplacer les produits chimiques utilisés dans de nombreuses applications industrielles.
lls sont composés amphiphiles biologiques produits par un certain nombre de levures, de
bactéries et de champignons filamenteux de diverses substances, y compris les sucres,
les huiles et les déchets.

Biosurfactants présentent de nombreux avantages par rapport aux agents de surface
tels que:

- Faible toxicité

- Biodégradabilité

- Matieres premieres:

- Spécificité des applications: Biosurfactants, en molécules organigues complexes
avec des groupes fonctionnels, sont souvent spécifiques a leur action. (AbuRuwiada.A.S
et al.,(1991))
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Introduction

L'objectif de ce travail est la synthése et la caractérisation d’'un biosurfactant par des

cellules libres et immobilisés appartenant a I'espéce de baccillus lichnoformis

L’étude s’effectue dans des cultures en batch de ces cellules sous formes libres et
immobilisées utilisant des différentes sources de carbone (huile d’olive, Héxadécane ..... )

et d'azote.

L'influence des facteurs tel que la nature de substrat de nutrition (carbone, azote)
seront étudie afin déterminer les conditions optimales de productions de biosurfactants
par la mesure de tension superficielle et l'indice d’émulsification, la stratégie s’adopté est
I'optimisation par étape, donc par variation d’'un seul facteur a la fois, la cinétiques de

production de biosurfactant sera établie.

Le produit obtenu sera caractérisé par des méthodes physicochimiques en étudiants
la stabilités thermiques et chimiques, et identification par le spectre infra rouge.

[I.1_Origine des souches bactériennes :

Le biotope utilisé, pour isoler des souches bactériennes aérobies, est un sol sableux
contaminé par les hydrocarbures pétroliers de la région de Hassi-Messaoud, sud d’Algérie
(figure 4). Les prélevements d’échantillons ont été réalisés a différentes profondeurs. La
méthode d’adaptation progressive, en utilisant le pétrole brut comme seule source de
carbone et d'énergie, a permis d'isoler des souches a fort potentiel dégradatif des
hydrocarbures et leurs dérivés. Les différentes caractéristiques de ce biotope sont

données en annexe | (Eddouaouda, 2012).
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Figure 4 : Localisation de la région de Hassi Messaoud

La figure (05) montre le biotope utilisé pour I'isolement des souches bactériennes a fort

potentiel de dégradation hydrocarbures et productrices de biosurfactants.

Figure 5: Sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud) (Eddouaouda, 2012)

II.2_ Isolement et purification des souches bactériennes :
Toutes les étapes de I'isolement ont été réalisées dans le cadre de travaux de these de

doctorat de Mr. Eddouaouda (2012) (voir annexe II).

e Purification
Aprés 24 h d’incubation, et a 37°C I'étape de purification des cultures permet d’obtenir

des cultures pures a partir des différentes souches obtenues.
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La sélection est basée sur 'aspect macroscopique des colonies : la couleur, la forme,
le diametre, 'opacité...etc. Un échantillon de chaque type de colonie est prélevé et ensuite

purifié par repiquage successif selon la méthode de stries (MARTINNEAU, 1996).

e Conservation des souches isolées

Les souches isolées sont conservées dans des tubes a essai contenant le milieu
gélose nutritive incliné.
Les souches sont ensemencées en stries sur la pente des tubes, puis incubées a 45°C
pendant 24 heures.
Les tubes dans lesquels il y a eu une croissance seront bouchés et conserveés a 4°C pour
une durée de 4 a6 semaines. Afin de pouvoir toujours disposer de souches viables, la
réactivation doit se faire tous les mois (MARTINNEAU, 1996).

[1.3_ Identification des souches purifiées :

L'identification des souches isolées est réalisée en se basant sur les études

morphologique et biochimique.

[1.3.1_Etude morphologique :
A/ Aspect macroscopique
L’'observation de I'aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une Premiére
caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l'identification.
D’aprés SINGLETON(1999), les éléments d’identifications macroscopiques sont:
- La forme des colonies : rondes, irrégulieres,...etc.
- La taille des colonies par la mesure du diametre.
- La Chromogeéne : couleur de la colonie.
- L'élévation: convexe, concave, plate.
- L’'opacité: opaque, translucide ou transparente.
- La surface: lisse, rugueuse, seche, dentelée,...etc.
B/ Aspect microscopique
L’observation microscopique consiste a observer les cellules bactériennes a I'état frais et

apres une coloration de GRAM :

-27-



Matériels et méthodes

Etat frais : permet de déterminer la forme, 'arrangement et la mobilité des bactéries

Il consiste en I'observation d’'une goutte de suspension bactérienne, préparée avec de
'eau physiologique et placée entre lame et lamelle.
L’observation se fait au microscope photonique a grossissement X 100 (SINGLETON,
1999).

Coloration de GRAM : est une double coloration qui nous permet de connaitre la forme,
larrangement, la pureté ainsi que la nature biochimique de la paroi des cellules purifiées.
Cette coloration permet de classer les bactéries selon leur capacité a fixer le cristal violet.
Celles qui possédent une couche de peptidoglycane mince sont décolorées lors du lavage
a I'’éthanol (GRAM-), alors que celles qui possédent une couche de peptidoglycane
épaisse vont retenir le colorant (GRAM+).
La consistance et la valeur de la coloration de Gram correspond a des différences
biochimiques entre la paroi des bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif
(MARCHAL et BOURDON, 1982).

11.3.2_Etude biochimique :

L’étude biochimique nous oriente sur le métabolisme suivit par les microorganismes
étudiés et les enzymes qu'ils possedent.

Ces tests ont été réalisés en utilisant la galerie biochimigue pour les souches
microbiennes.

Les épreuves biochimiques permettent en général de distinguer les especes, méme

étroitement apparentées entre elles (TORTORA et al., 2003).

e Systeme API 50 CH
La galerie API 50 CH permet d’étudier le métabolisme des hydrates de carbone par les
microorganismes .Elle est constituée de 50 microtubes comportant chacun une zone
d’anaérobiose (le tube), pour les études de fermentation, et une zone d’aérobiose (la
cupule) pour les études d’oxydation et d’assimilation. Le premier tube, sans substrat, sert
de témoin négatif. Les tubes suivants contiennent chacun une quantité définie de substrat
déshydraté, appartenant a la famille des hydrates de carbone et dérivés (hétérosides,

polyalcools, acides uroniques)
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[1.4_Production du biosurfactant :
Partie | : par les cellules libres :
[1.4.1._ Micro-organisme et milieu de culture :

Les especes bactériennes utilisées pour la production sont les souches isolée du sol,
identifiée précédemment .ont été maintenus dans des boites de pétri contenant de I'Agar
nutritif.lls sont recultivés tous les mois et conservés a (4°C).

Pour la préparation de I'inoculum, 50 ml d’'une préculture a été utilisée avec une
concentration de 8 g/l.

La préculture contient (en g/l):

Extrait de carne ................. 3.
Peptone de gélatine ............. 5.
Avec pH =6.8£0.2
Les cultures croissent dans ce milieu pendent 18 h a température 25°C. Ce

dernier été utilisé comme inoculum a 8 % (v/v) puis développé dans un milieu de culture
minéral contenant (en g/l):

- Na2HPO4 (2.2), - MgS04.7H20 (0.06), - NaCl (0.05), CaCl2 (0.02),

- KH2PO4 (1.4), - FeS0O4 .7H20 (0.01), - Extrait de levure (0.02),

On a 1 ml d'une solution d'oligoélément composés de (en mg/l):

- ZnS04.H20 (525), - MnS0O4 .4H20(200), - CuS04.5H20 (200),

- NiSO4.6H20 (27), - CoClI2 .6H20 (200), - H3BO3 (15).

Les bactéries ont été développés dans des earlenmeyers de 250ml ,(Figure 6) contenant
50ml de milieu de culture stérilisé par I'autoclave a (121C°, 1 atm) pendent 20 min. ils sont
incubés 48 h sur un agitateur orbitale & 200 tr/min et a température 45 C°.
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Figure 06 : incubateur shaker

11.4.2_Méthode analytique
I1.4.2.1_Tension superficielle (y )

La tension de surface est définie comme étant un état résultant des interactions
s’exercant entre les molécules a la surface d’'un liquide au repos. Cette tension provient
des forces intermoléculaires qui exercent une traction vers le bas sur les différentes
molécules en surface.

La mesure de la tension superficielle est réalisée par la méthode de l'arrachement

d'anneau en platine a l'aide d’un tensiometre (figure 7).

Le milieu de production est centrifugé a 6000 tr/min pendant 20 min, afin de séparer la
biomasse. Le surnageant séparé est le liquide employé pour mesurer la tension

superficielle .Apres l'incubation de notre production pendant 48 h.
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Figure 7 : Tensiométre a anneau

11.4.2.2_Indice d’émulsification Ey4

On détermine l'activité d’émulsification par la méthode de Cooper et Goldenberg, par

pendant 2 min.

lequel on met dans un tube a essai des volumes égaux de supernatant et un hydrocarbure
(par exemple Kérosene) , et on mélange a l'aide d’'un vortex a une vitesse maximale

La stabilité d’émulsion est déterminée aprés 24 h, et I'indice d’émulsification est calculé

en division la longueur mesurée de la couche émulsionné par la longueur totale du
mélange et en multipliant par 100.

E
I E-
Figure 08 : Mesure du Ez2a4.
Le calcul de l'indice E24 est donné par la relation suivante :
E2a=E/E’. 100 (%).......ccvvnn.... (1)

Avec E:lalongueur de la couche émulsionnée.

E’: la longueur totale du mélange.
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11.4.3_Optimisation des parametres opératoires :
Cette partie consiste a maximiser la quantité du biosurfactant produit en faisant varier
trois parametres : La source de carbone, la concentration de source de carbone , la

source d'azote(0.02g/l).
11.4.3.1_Optimisation de source de carbone de biosurfactant

Deux facteurs intéressants ont été testés sur la production du biosurfactant : nature
de la source de carbone et sa concentration. De ce fait, cinqg sources de carbone ont
utilisées (liquides hydrophobes insolubles dans I'eau) a une concentration de 2%: gasoil,

pétrole, huile d’olive, Héxadécane, avec NH4Cl (0.02g/l), comme source d’azote.

La sélection de la source optimale est basée sur la mesure de la TS et lindice

d’émulsification.
[1.4.3.2_Optimisation de la concentration de source de carbone

Aprés qu’on a optimisé la meilleure source de carbone on passe a I'optimisation de sa
concentration on prend les concentrations suivantes : 0.5%, 1%, 2%, 3% et on mesure

la tension superficielle ainsi I'indice d’émulsification.
[1.4.3.3_Optimisation de source d’azote

On ajoute aux milieux de cultures contenant la source de carbone optimale, les
différentes sources d’'azote a 0.02g/l : NH4Cl, NaNO3 et NH4NOs.

11.4.3.4_Optimisation de la concertation de source d’azote

Cette optimisation repose sur le choix de la concentration optimale pour avoir
meilleur production de biosurfactant. Les concentrations prises sont : 0.01, 0.02 ,0.03 et
0.04 g/l.
[1.5_Etude cinétique de la production dans un fermenteur par cellules libres

Une culture a été réalisée avec les conditions optimales de synthese déterminées,
dans le but de suivre des variations de la tension superficielle, I'indice d’émulsication, a
différents intervalles de temps : 0, 6, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 72, 120 heures .
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[1.6_Extraction de biosurfactant

Le biosurfactant est précipité par acétone, en ajoutant au surnageant a trois volume
égale d’acétone dans un bain marie glacé (figure 08 ), on laisse 24h a 4°C et on centrifuge
(200tr/min).

Baan
glacd .
SupcoTatant

Agitarceur

C s : i I: magnEtigue

Figure 9 : Extraction de biosurfactant par I'acétone

Le biosurfactant obtenu est séché dans une étuve a 37 °C, Le rendement de

production des biosurfactants a été également déterminé.
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[I.7_Caractérisation du biosurfactant
[1.7.1_Caractérisation structurale

Spectre Infrarouge
En dissolvant une quantité du précipité dans le Bromure de potassium (KBr), puis la
cellule contenant cette solution a été placée sur le trajet lumineux qui a une fréquence
entre 500 et 4000 Cm™

11.7.2_Caractérisation physico-chimique
Stabilité thermique
Le supernatant a été incubé a différentes températures : 4,20, 45,70 et 100°C pendant
24min. La tension superficielle a été mesurée afin d'apprécier la stabilité thermique
( Aboussaoud et al,2008)

Stabilité chimique
o Effetdu pH
On varié le pH du supernatant de 2, a 6 puis a 8 et 11 en utilisant respectivement
I'HCl et le NaOH, aprés de 24 h, a température ambiante on mesure la tension

superficielle ( Aboussaoud et al,2008)

o Effet de la salinité
Le chlorure de sodium (NaCl) a été ajouté aux échantillons du supernatant a
Différentes concentrations différentes: 5, 10, 15, 50, 100 g/l..aprés repos de 24h a

températures ambiante, on mesure la tension superficielle.

[1.8_La concentration micellaire
CMC (concentration micellaire critique) est un parametre important lors de I'évaluation
de l'activité de bio-tensioactif. La tension superficielle de I'agent tensio-actif atteint sa
valeur la plus basse a sa CMC. Au-dessus de cette concentration, aucun autre effet ne
peut étre observé sur 'activité de surface. La mesure de tension superficielle de solution
biosurfactant dilué en série, la CMC a été déterminé en tracant la tension de surface par

rapport a la concentration de bio-tensioactif dans la solution. (Yin, H. et al. , 2009).
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[1.9_Effet anti microbien

Les suspensions des espéces bactériennes: Staphylococcus sp, on été étalé sur l'agar.
Un disque stérile (6mm) immergé dans une solution de biosurfactant jusqu’a la saturation
a été déposeé sur la surface de cet agar qui est incubé a 37°C pendantn24h.

La zone claire autour du disque obtenue indique l'activité inhibitrice contre I'espece

bactérienne cultivée.

Partie B:

[1.10_Production par cellules immobilisées
[1.10.1_Préparation des Cellules immobilisées

La procédure de I'immobilisation des cellules dans I'Alginate de calcium suit les étapes

suivantes:

e Une préculture est lancée durant 48h puis elle est centrifugée.

e La biomasse obtenue est lavée avec le milieu de culture stérile.

e On centrifuge une deuxieme fois, puis on redissout la biomasse dans un volume
minimal de milieu de culture, cette solution est mélangée avec 100ml d'une solution
stérile d’Alginate 4% (m/v), ensuite on ajoute graduellement au CaCl2 en solution
par une seringue stérile , des billes d’Alginate sont formées.

e Une séparation des billes de la solution est réalisée par filtration.

e Les billes sont lavées avec I'eau distillée stérile, et stockées dans le milieu de
culture a 4°C dans des flacons bien fermes.

La forme des billes d’'alginate est représentée dans la figure ou I'on remarque la présence

de colonies de cellules immobilisée

[1.10.2_La production par les cellules immobilisées

Sous les mémes conditions optimales obtenues pour les cellules libres, une cultivation
a été réalisée pour les cellules immobilisées dans I'Alginate de sodium. Puis on mesure la

tension superficielle (y), l'indice d’émulsification (E4).
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Résultat et discussion

lll. Les parametres optimaux

[1l.1_ Effet de la source de carbone :

L’étape de I'optimisation a prouvé qu’il y a des conditions spécifiques pour produire le
maximum de biosurfactant. Le bouillon de culture contenant Héxadécane et H-olive ont
des tensions superficielles 34.95 et 34.82 mN/m respectivement la valeur est grande ce ci
du a la quantité insuffisante de biosurfactant produite (figures 10.) et ayant la presque la

méme valeur de l'indice d’émulsification (figure 11) .

Dans le cas de pétrole une valeur de tension superficielle acceptable est obtenu 31.8
mN/m donc il y a une production de biosurfactant mais l'indice d’émulsification est le plus
faible indice mesuré( figure 11), c’'est du au a une quantité insuffisante de tension actif

excrété pour atteindre la valeur de CMC pour former une bonne émulsion.

Enfin lorsque les bactéries se développent sur le gasoil, elles produisent une quantité
Importante d’'agent tensioactifs abaissent la tension superficielle du milieu jusqu’ a
29.96 mN/m avec une émulsion stable d’indice d’émulsification E24 égale a 65%.

L'utilisation du gasoil avec une concentration de 2 % entraine une bonne réduction
de la TS (29,96 mN/m) pour la souche bactérienne K2N (figure 10). D’apres ces résultats,

on a sélectionné le gasoil comme source de carbone optimale pour la souche K2N.

Tableau 5 : la tension superficielle des différentes sources du carbone

Source de
carbone Gasaoil Pétrole Huile d’olive Héxadécane
TS (mN /m) 29.96 31.58 34.82 34.95
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gasoil pétrole H-olive hexadécane

source de carbone

FigurelO : Influence de la source de carbone sur la production de biosurfactant

(source de carbone 1ml, T inc =45c°®, agitation :200 tr /min, t=48h)

Plusieurs travaux ont sélectionné une variété de sources de carbone pour une meilleure
production de biosurfactant, le gasoil et le pétrole (llori et al, 2005), 'Héxadécane (Ferhat
et al. 2011 ; Abousaoud, 2008), I'huile d’olive (Eddouaouda et al., 2012) ,

L’indice d’émulsification :

= 70
S
g
8 60
50
40
30
20
10
0
héxadécane H-olive gasoil pétrole
source de carbone

Figurell : I'indice d’émulsification de la source de carbone avec I'huile de moteur .
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I1l.2_Effet de la concentration de la source de carbone :
D’apres les résultats obtenus, les faibles concentrations en substrat améliorent la
production en biosurfactant. Par exemple,. En présence de la souche K2N, le gasoil a
significativement abaissé la TS (27.94 mN/m) pour une concentration de 1 %. Donc, le
biosurfactant produit par la souche K2N a montré un pouvoir exceptionnel de réduction de

la tension superficielle,

Tableau 06 : la tension superficielle en fonction de la concentration du gasoil

Concentration
de gasoil (%) 0.5 1 2 3

TS (mN/m) 33.2 27.94. 29.96 35.63

40

35

30

TS(mN/m)

25

20

15

10

0,5 1 2 3

(V/V)"%

Figurel?2 : influence de concentration de gasoil sur la TS de K2N
(Source de carbone 0.5 ml, Ti,.=45c®, agitation : 200tr / min, t=48h).

En conclusion, on peut dire que la nature et la concentration de la source de carbone
jouent un réle primordial dans I'amélioration de la production de biosurfactant traduit par la
réduction de la tension de surface.
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L’indice d’émulsification :
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Figure 13: l'indice d’émulsification de différentes concentrations de gasoll

[11.3 Optimisation de la source d’azote

Trois sources d'azote ont été utilisées : NH4CIl, NaNO, et NH;sNO3 a une concentration

de 0.02g/l, avec la source de carbone optimale (gasoil). L'influence des différentes

sources d'azote est montrée sur I'histogramme

TableauO7 : influence de la source d’azote sur la tension superficielle

Source d’azote

NH.CI

NH4sNO3

NNaO-

TS (mN/m)

28.59

30.77

31.58
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source d'azote

Figure 14 : Variation de La tension superficielle en fonction de la source d’'azote

La figurel4 montre que I'espéce k2N peut se développer sur les trois sources d'azote
mais le chlorure d’ammonium est la source d’azote la plus efficace en comparaison avec
le nitrate d’'ammonium et nitrate de sodium
Comme a été représenté sur la figure(15,16) l'utilisation de chlorure d’ammonium a une
conséquence une tension superficielle 28.59 mN/m avec un E24 de 68 % impliquent une
meilleur productivité de biosurfactant que I'utilisation de nitrate d’'ammonium et nitrate de
sodium qui donnent des tension superficielles acceptables mais avec un indice
d’émulsification 75% et 60% respectivement

L’indice d’émulsification de nitrate d’'ammonium est plus grand que celle de chlorure
Parce que le Les nitrates prennent un chemin métabolique conduisant & la production de
métabolites secondaires provoquant l'instabilité des émulsions. En présence de NH;" la
guantité du biosurfactant produite est plus importante et la concentration des métabolites
secondaires produites par I'assimilation de NO3 ™ est moins importante d’ou I'on obtient une
meilleure stabilité de 'émulsion. Un phénoméne analogue a été observé avec la souche
pseudomonas putida ML2 (Haba.E,et al.,2000).
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Figure 16: l'indice d’émulsification de la source d’azote

[11.4 Optimisation de concentration de source d’azote

On obtient un rendements de production optimale, lorsqu’il y avait un exces de

carbone dans le milieu dont I'azote était en quantité limitant (Lang et al . ,1999 ; Cameotra

et al ., 1998, Desai.et al . ,1997)

Les concentrations choisies sont donnés les résultats suivantes :

La meilleur concentration qui nous donne une tension superficielle la plus basse et un

indice d’émulsification le plus grand est de 0.02g/I (figure 16.17)
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Figure 16 : optimisation de la concentration de source d’azote




Résultat et discussion

E24 (%)

80

70

60

50

40

30

20

10

Figure 17: l'indice d’émulsification des différentes concentrations de NH,Cl

[ll. 5_L’étude de la cinétique de production

La cinétique de synthése a été suivie dans un milieu contenant gasoil comme source

de carbone et NH4Cl .On a donc mesuré les réponses choisies pour la caractérisation du

biosurfactant : y , E24,tableau (09)

Dans les figures 15 on représente respectivement les variations de TS , E24

Tableau 09 : I'étude cinétique des cellules libres

Temps (h) TS (mN/m) E24(%)

0 62,21 0

6 47 0

12 44,54 4,5

24 36,5 40

33 33,78 59,6

48 29,8 65

72 43 35

120 46 7
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Figure 19 : Etude cinétique des cellules libres

La production du biosurfactant commence dés les premieres heures d’incubation. ce
qui signifie que la phase de latence de croissance est courte, grace a la préculture qui
donne un inoculum initial adapté important aux conditions optimales de fermentation
favorisant la production.

La production du biosurfactant atteint son maximum au bout de 40h a 48h (29.8mN/m)
de fermentation, l'indice d’émulsification atteint son maximum de 86% aprés 39 min, le
temps nécessaire a la sécrétion d’'une quantité suffisante de biosurfactant capable de
former une émulsion stable mais on remarque la diminution de I'indice au bout de 48 est
atteint 65%

Apres 48 h la tension superficielle va légérement augmenter et indice d’émulsification
Ceci peut étre du a deux a deux phénoméne
e L’augmentation de la concentration des sous produits métabolites acides provoque
la diminution de la concentration de biosurfactant lorsque la synthese de ce dernier
s'arréte
e Le biosurfactant produit devient une source nutritive, capable d’étre dégradé par
les microorganismes
Donc la production de I'agent tensio actif se fait dans la phase exceptionnelle

Alors la production de biosurfactant par K2N est une production associée a la croissance
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l11.6_Production par Cellules Immobilisées :
Apres une incubation dans les mémes conditions que les cellules libres on a obtenue
les résultats suivante :
Pour la tension superficielle : 31.63 mN/m avec un indice d’émulsification qui égale a
75%
on remarque I'obtention de bonne tension superficielle avec une petite différence avec

celle obtenu par cellule libre.

Figurel9 : les billes de cellules immobilisées au cours de filtration

l11.7_L’étude de la cinétique de production de cellules immobilisées :

La figure(20) montre qu'apres 72h, la tension superficielle (y ) atteint la valeur
Minimale (31.58 dyn/cm) contrairement au cas des cellules libres ou I'on a observé
'augmentation de aprés 48h.

Ce qui démontre que la production de métabolites secondaires peut altérer la
production du biosurfactant, dans le cas des cellules immobilisées est limitée et qu’il y a un
changement dans la physiologie cellulaire suite a la fixation sur le support dans les
conditions optimales.

Le retard accumulé pour la production d’'une quantité suffisante de biosurfactant en
Comparaison avec les cellules libres est due aux limitations diffusionnelles des éléments
Nutritifs et de I'oxygéne a l'intérieur des billes d’alginate et du biosurfactant diffusant vers
L’extérieur ( Norton et al .,1994)
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Figure 20 : la cinétique des cellules immobilisées

Tableau 10: Comparaison des caractéristiques du biosurfactant obtenu par cellules

libres et immobilisées

vy (MmN/m) E24 (%)
Cellules libres 27.94 68
Cellules 31.63 75
immobilisées

[11.8_Extraction de biosurfactant :

La méthode de séparation a donné un rendement de 1.5¢g /I de biosurfactant. Le

précipité obtenu est une poudre blanche cristalline soluble dans I'eau distillée.
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Figure 20: Mécanisme d’extraction de biosurfactant par acétone

[11.9 Caractérisation de biosurfactant :

Spectre infrarouge
Le spectre IR du biosurfactant solide ou en solution a été mesuré a I'aide d'un
Spectrophotometre HEWLETT Packard entre 500 et 4000 cm-1.

Le spectre donne I'absorbance (A) en fonction du nombre d’onde (y).
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Figure 22 : Spectre FTIR du biosurfactant produit par la souche K2N

Tableau 11 : Groupements caractéristiques du biosurfactant

La bande Liaison

3219.30 cm™ | N-H

2929.97 cm” | -CH2- ou -CHs (acane)
1004.95cm™ | C-N
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D’aprés, yakimov et al .,2000 La souche de Bacillus. Licheniformis produit un
lipopeptides : les lichenysines. Sa une structure de base identique a celle des surfactines,
elles different de celles-ci par le résidu glutaminyle en position 1

B-hydroxy fatty acid (O -Cya o Lo
e B
oo ‘Asp
Pl i

TLichenysir M

Figure 23: la structure primaire de lichenysine A( yakimov et al .,2000)

en comparant I'étude de yakimov et al .,2000 avec nos résultats on constate que le

biosurfactant produit par notre souche bactérienne correspond au: lichenysine. A

[11.10_Etude de stabilité du biosurfactant :
L’'application industrielle du biosurfactant dépend de sa stabilité aux différentes

variables telles que le pH, la température et le degré de la salinité.
Stabilité chimique

Effet du pH

Selon les résultats obtenus (figure24), le biosurfactant montre une stabilité aux
changements de pH de 2 a 12. A titre d’exemple les valeurs de la tension superficielles
aux pH : 2, 4 et 6, sont 31.58, 31.4et 28.15. mN/m respectivement. Ces résultats obtenus

montrent I'intérét de son application des les milieux acido-basiques.

Haddad et al. (2009) ont trouvé qu'un pH acide (pH = 4) influe sur l'activité de
biosurfactant avec une perte de l'ordre de 8 mN/m. A un pH = 3, le biosurfactant a
compléetement perdu son activité (TS = 39,72 mN/m) en raison de la précipitation du

biosurfactant en milieu acide.
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Le pH optimal pour la croissance et la production de bio-tensioactif a été déterminée

comme étant de 6

Résultat similaire a été observé par la production de bactéries biosurfactant
P.aeruginosa MRO1 par Lotfabada et al 2009 ( L. Rodrigues,et al 2006, Kokare, et
al,2007)

En variant le pH de 2 a 12, le biosurfactant produit par la souche Staphylococcus
haemolyticus 1E garde son activité tensioactive (30 — 31,5 mN/m) (Eddouaouda el al.,
2012). Egalement, les travaux réalisés par Danyelle et al. (2013) ont monté que le
biosurfactant issu de la souche Candida lipolytica présente une bonne résistance (TS =
33,8 mN/m) dans les milieux acides (pH = 2), cependant une légére augmentation de la

TS (35,1 mN/m) a été enregistrée dans les milieux alcalins (pH = 12)

35
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Figure 24 : Influence de la variation du pH sur la stabilité du biosurfactant de K2N

Effet de température

Selon les résultats présentés dans la figure 25, nous avons observé que le biosurfactant
présente une excellente stabilité dans la gamme de température variant de 20 a 100 °C.
Dans cette gamme, la TS reste presque constante .Notons que les eaux froides (4 °C)
augmentent la TS de la solution en biosurfactant de K2N jusqu’a34.82 mN/m. Cependant,

a cette valeur de TS et d’aprés la littérature le biosurfactant est considéré efficace. Donc,
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on peut dire que ce biosurfactant maintient ses propriétés tensioactives dans la gamme de

température de 20 a 100 °C.

Le changement de la tension superficielle suite au traitement thermique ne dépasse pas
3 mN/m

Les résultats obtenus par Brown (1999) indiquent que I'exposition de biosurfactant,
produit par une souche bactérienne (désignée par isolat 1165), a des températures
extrémes [0, 4, 100 et 120 °C] n’affecte pas la stabilité thermique de biosurfactant. D’autre
part, Makkar et Cameotra (2002) ont observé que la tension de surface conserve sa
stabilité aprés I'exposition de biosurfactant produit par la souche Bacillus subtilis a une
température de 100 °C. Egalement, Khopade et al. (2102) ont trouvé que le biosurfactant
issu de la Nocardiopsis sp. B4 a montré une résistance aux températures élevées
(jusqu’a 100 °C).

Thermo tolérants bactéries ont l'avantage gu’elles peuvent étre cultivées dans des
conditions ou les autres micro-organismes ne peuvent se développer, ce qui réduit le

risque de contamination.
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Figure 25 : Influence de la variation de la température sur la stabilité du biosurfactant
Stabilité chimique
Effet de la salinité

Le biosurfactant de la souche K2N montre une stabilité remarquable dans les milieux

salés, dont la salinité allant jusqu’'a 50 g/l. Au dela, une légére diminution de la TS a été
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observée. Cependant, la différence entre les valeurs de la tension de surface ne dépasse
pas les 2 mN/m dans la gamme de la salinité étudiée. La tension de surface minimale
enregistrée était de 28.51.mN/m comme le montre la figure 26.

Selon Desai et Banat (1997), des concentrations en sel supérieurs a 2% sont
suffisantes pour inactiver les tensio-actifs synthétiques.
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Figure 26: influence de la salinité sur la stabilité de biosurfctant

Cette bactérie a été classée comme halotolérante.
La tolérance au sel est une stratégie cellulaires d’adaptation un niveau osmotiques

physiologique et moléculaire pour lutter contre la salinité fluctuante (Plemenitas et al.
2008).

[11.11_Concentration Micellaire Critique (CMC) du biosurfactant :

Le tableau 12 indique les résultats obtenus sur la variation de la tension superficielle en
fonction de la concentration du biosurfactant

Tableau 12 : Variation de la tension superficielle en fonction de la concentration
du biosurfactant

C(mgll)

0.156

0.312

0.625

1.25

2.5

TS(MmN/m)

37.25

34.82

32.39

29.56

28.34

29.15

-52-




Résultat et discussion

40
3 \
—g 30
E 25
£
2 20
15
10
5

0 1 2 3 4 5 6
mg/|

Figure 27: Tension superficielle en fonction de la concentration en biosurfactant

La figure 27 représente la tension superficielle en fonction de la concentration en
biosurfactant. Cette figure montre que la tension superficielle décroit de maniere
exponentielle, jusqu’a atteindre un minimum proche de 28.34 mN/m, pour une

concentration en biosurfactant supérieur ou égale a 2.5 mgl/l.

[11.12 Test anti microbien (test d’inhibitions) :
Apres 24 h incubation, le biosurfactant produit par les espéces des Bacillus
Licheniformis montre un pouvoir inhibiteur contre I'espéce bactérienne indicé

La figure (a) montre une croissance et I'apparition d’'une zone claire qui entoure le disque

de papier qui a été immergé dans la solution concentré de biosurfactant
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[11.12_ldentification de la souche bactérienne K2N

[11.12.1 Caractéres macromorphologiques :

Les caractéres macroscopiques de la souche K2N sont regroupés dans le tableau 6.

Tableau 13: Caracteres macroscopique de la colonie isolée a partir de la souche K2N
sur le gélose nutritive

Souche K2N
Critéres
Diametre 2 mm
Chromogeénes Blanc jaunatre
Forme Circulaire
Elévation Bombée
Contour Régulier
Surface Granulaire
Consistance Crémeuse

[11.12.2_Caractéres micro morphologiques :

D’aprés nos observations, il ressort que la bactérie isolée de la souche K2N est mobile et

a GRAM positif, sa forme est de coccobacille. Les résultats obtenus sont représentés dans

le tableau 4.
Criteres Aprés Coloration de GRAM
Souche —
Forme Gram Mobilité
K2N Coccobacilles Positif Mobile

L’observation microscopique a été réalisée aprés la coloration de Gram, elle est

visualisée sur la figure 28.
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[11.10.3_Résultats des tests biochimiques :

Les résultats des tests biochimiques sont représentés dans le tableau 6.

Figure 28 : Aspect microscopique de la souche K2N (microscope optique, x100)

Tableau 14: Résultats des tests biochimiques aprés lecture de 'API CH 50

Abréviations Sucre A:gis Abréviations Sucre Aprés 48 h
0 0 Témoin Négatif | 31 SAC D-Saccharose Positif
1 GLY Glycérol Positif | 32 TRE D-Tréhalose Positif
2 ERY Erythritol Négatif | 33 INU Inuline Négatif
3 DARA D-Arabinose Négatif | 34 MLZ D-Mélézitose Négatif
4 LARA L-Arabinose Positif | 35 RAF D-Raffinose Négatif
5 RIB D-Ribose Positif | 36 AMD Amidon Positif
6 DXYL D-Xylose Positif | 37 GLYG Glycogene Positif
7 LXYL L-Xylose Négatif | 38 XLT Xylitol Négatif
8 ADO D-Adonitol Négatif | 39 GEN Gentiobiose Positif
9 MDX Méthyl-RD- Négatif | 40 TUR D-Turanose Positif
Xylopyranoside
10 GAL D-Galactose Positif | 41 LYX D-Lyxose Négatif
11 GLU D-Glucose Positif | 42 TAG D-Tagatose Positif
12 FRU D-Fructose Positif | 43 DFUC D-Fucose Négatif
13 MNE D-Mannose Positif | 44 LFUC L-Fucose Négatif
14 SBE L-Sorbose Négatif | 45 DARL D-Arabitol Négatif
15 RHA L-Rhamnose Négatif | 46 LARL L-Arabitol Négatif
16 DUL Dulcitol Négatif | 47 GNT Potassium Positif
Gluconate
17 INO Inositol Négatif | 48 2KG Potassium 2- Négatif
CétoGluconate
18 MAN D-Mannitol Positif | 49 5KG Potassium 5- Négatif
CétoGluconate
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19 SOR D-Sorbitol Positif | 31 SAC D-Saccharose Positif
20 MDM Méthyl-aD- Négatif | 32 TRE D-Tréhalose Positif
Mannopyranoside
21 MDG Méthyl-aD- Positif | 33 INU Inuline Négatif
Glucopyranoside
22 NAG AcétylGlucosamine | Positif | 34 MLZ D-Mélézitose Négatif
23 AMY Amygdaline Positif | 35 RAF D-Raffinose Négatif
24 ARB Arbutine Positif | 36 AMD Amidon Positif
25 ESC Esculine Positif | 37 GLYG Glycogéne Positif
26 SAL Salicine Positif | 38 XLT Xylitol Négatif
27 CEL D-Cellobiose Positif | 39 GEN Gentiobiose Positif
28 MAL D-Maltose Positif | 40 TUR D-Turanose Positif
29 LAC D-Lactose Négatif | 41 LYX D-Lyxose Négatif
30 MEL D-Mélibiose Négatif | 42 TAG D-Tagatose Positif

Selon la morphologie macroscopique et microscopique, les caractéres biochimiques de la
souche bactérienne K2N, et surtout selon le tableau d'identification de la galerie

biochimique API CH 50, la souche bactérienne thermophile K2N a été affilée a I'espece

Bacillus Licheniformis. Les figures 29 montre les tests biochimiques par la galerie
biochimique API 50.

Figure 29 : Résultat de la galerie biochimique Api 50 CH
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CONCLUSION GENERALE

L'objectif de ce travail était de synthétiser, de caractériser un composé tensioactif
d’'origine bactérienne.

L'intérét est porté en premier lieu a la production d’un biosurfactant a partir de la
soucheK2N .sous forme de cellules libres

l'identification phénotypique (Api 50 CH) de la souche performante montre que la
souche bactérienne thermophile K2N est affilée a 'espéce Bacillus licheniformis

Cette étude a été réalisée sur des cultures en batch, en utilisant différentes méthodes
physico-chimiques pour mettre en évidence indirectement la production du biosurfactant.
On a utilisé comme techniques : la mesure de la tension superficielle, I'indice
d’émulsification, ont montré une capacité productrice de biosurfactant remarquable traduit
par la faible valeur de la tension de surface. La source de carbone le gasoil (1%) et nitrate
de chlore (NH4Cl) 0.02 g comme source d’azote, donne une bonne production de
biosurfactant en présence de la souche Bacillus licheniformis (27.94 mN/m).

La cinétique de dégradation de production maximale du biosurfactant a été obtenue au
niveau 48 h de avec une tension superficielle minimale de 29.8 (mN/m) et un indice
d’émulsification égale a 68%.

Le biosurfactant a été caractérisé par des méthodes physico-chimique, qui a montré
que la souche Bacillus Licheniformis est thermorésistante et le biosurfactant est stable
thermiquement dans une large gamme de température [ 20 a 100 °C],

Aussi elle est halotolérant et le biosurfactant produit peut supporter des degré élevée
de la salinité atteint jusqu’a 100 g/L

La caractérisation chimique montre que le pH n’a aucune influence sur la stabilité
Identification par I'infrarouge montre que notre biosurfactant appartient au lipoprotéine
lichenysine A avec une concentration égale 2.5mg /I

Dans la seconde partie de I'étude, la production du biosurfactant a été réalisée, par
cellules immobilisées de Bacillus Licheniformis en utilisant les facteurs optimaux de la
production obtenus dans la partie des cellules immobilisés

La cinétigue de production du biosurfactant a montré que la production maximale a été

obtenue apres 72 h a 45C avec une tension superficielle minimale de 31.mN /m
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