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Résumé

Les pesticides, sont des molécules dont les propriétés toxiques permettent de lutter
contre les organismes nuisibles , ces derniers représentent toute substance ou association de
substances qui est destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les
vecteurs de maladies humaines ou animales, et les especes indésirables de plantes ou
d’animaux causant des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la
transformation, le stockage, ou le transport des denrées alimentaires , des produits agri-
coles...etc .I’'une des méthodes de leur élimination c’est la dégradation par les biosurfactants.

Les surfactants sont des agents & activité de surface synthétisés chimiquement ou par
voie Biologique (biosurfactant). Ces molécules sont principalement produites par des mi-
croorganismesQui se développent de maniere aérobie dans un milieu contaminé contenant une
ou Plusieurs sources de carbone. Les biosurfactants constituent une classe de molécules bio-
logiques ayant divers Intéréts dans plusieurs domaines, allant de 1’industrie agro-alimentaire,
chimique, cosmétique, Pharmaceutique...etc, a ’application dans domaines plus critiques ;
biomédicale etThérapeutique. Les biosurfactants sont extraites par deux méthodes
d’extraction : extraction parPrécipitation et par solvants organiques.

L’objectif de notre travail est 1I’élimination des pesticides par un bioprocédé c’est a dire
'utilisation d’un Dbiosurfactant produit par des souches bactériennes qui sont la
pseudomonasaeuroginosa, la
MarinobacterhydrocarbonoclastcusSdK644,Klebsiellapneumoniae, pour la dégradation de
trois types de pesticides dans un milieu aqueux. Malheureusement ce travail est arrété au
niveau de la production sans avoir terminer 1’application a cause de la situation sanitaire du

pays concernant la corona virus.

Motsclés :pesticides, biosurfactant,pseudomonasMarinobacterhydrocarbonoclasticusSdK644
,dégradation.



Abstract

Pesticides are molecules whose toxic properties help fight against harmful organisms,
they represent any substance or association of substances that is intended to repel, destroy or
fight pests, including vectors of human or animal diseases , and undesirable species of plants
or animals causing damage or showing themselves otherwise harmful during the production,
processing, storage, or transport of foodstuffs, agricultural products, etc. methods of their
elimination is degradation by biosurfactants. Surfactants are agents with surface activity
synthesized chemically or by Organic (biosurfactant). These molecules are mainly produced
by microorganisms

That thrives aerobically in a contaminated environment containing one or more carbon
sources.

Biosurfactants are a class of biological molecules having various Interests in several
fields, ranging from the food industry, chemicals, cosmetics, Pharmaceutical ... etc, for
application in more critical areas; biomedical and Therapeutic. Biosurfactants are extracted by
two extraction methods: extraction by Precipitation and by organic solvents.

The objective of our work is the elimination of pesticides by a bioprocess, i.e. the use of
a Dbiosurfactant  produced by bacterial strains which are  pseudomonas
aeuroginosa,Marinobacterhydrocarbonoclasticus SdK644, Klebsiellapneumoniae, for the
degradation of three types of pesticides. Unfortunately, this work is stopped at the production
level without having finished the application because of the health situation of the country

regarding the corona virus.
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Introduction générale

Introduction :

La pollution par des pesticides et des polluants organiques est principalement percue au
travers de leur présence dans les eaux et dans denrées alimentaire.

Cependant, beaucoup de polluants transitent par les sols ou leur comportement va
conditionner la manifestation de leur caractére polluant.

La reduction de leur impact environnemental nécessite de comprendre les processus auxquels
ils sont soumis dans le sol, principalement, les processus de rétention et stabilisation ceux de
transformation, ainsi que les phénomenes de transfert.

Les mécanismes de détoxification des sols ,base de leur pouvoir épurateur, reposent sur
I’aptitude des micro-organismes des sols a dégrader les polluants .Cependant d’autres
phénomenes sont a I’origine de la stabilisation des polluants sous forme de résidu nom
extractibles appelés couramment « résidus liés ».C’est ainsi que dans certains cas ,I’épuration
est due au stockage des polluants ce qui a court terme est efficace pour sauvegarder ,par
exemple, les ressources en eau ,mais des interrogations restent posées sur 1’éventuelle
libération des polluants ainsi stocké et les conséquences de leur accumulation a long terme.
En ce qui concerne les pesticides on cherche a obtenir un optimum d’efficacité tout en
réduisant leur impact sur I’environnement en modifiant les pratiques culturales(en vue par
exemple de réduire les instrants, de favoriser la rétention des pesticides ou de limiter le
déclanchement du ruissellement)en proposant des aménagements mettant en valeurs des zones
tampon servant des filtres curatifs des pollutions, et en optimisant des techniques
d’application(application ponctuelles, traitement des semences, utilisation de nouveaux
pesticides efficaces a faible doses).

L’utilisation de tensioactifs biologique et une voie permetteuse pour la dépollution
des sols pollués par des pesticides ou autres matiere organique.

Néanmoins ’utilisation de tensioactifs chimiques peut avoir des conséquences négatives
sur ’environnement, certains €tant toxiques a doses €levées et faiblement biodégradables.

Les surfactants biologiques offrent alors une alternative intéressante en présentant
souvent un faible impact environnemental ainsi que des propriétés physicochimiques
comparables.

Parmi les biosurfactants, les ramnolipides produits par des souches de Pseudomonas
aeroginosasont les plus étudiés, car ces bactéries sont fortement représentées dans le sol
pollué et présentent une forte activité émulsifiante.

Actuellement, I’'utilisation de biosurfactants dans des procédés de dépollution est
principalement limitée par leur cout de production élevé.

L’¢tude de nouvelles conditions de production (différentes souches et différents
substrats) ainsi que de nouveaux biosurfactants est alors requise. Le but de cette étude est
arrivé a un taux élevé de la dégradation des pesticides en utilisant les biosurfactants dans un
milieu aqueux.
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Introduction générale

Le présent mémoire se subdivise en trois parties. La premiére représente une analyse De
I’alittérature scientifique ou sont exposées les données relatives aux pesticides (sources,
nature, toxicité,), a leur devenir dans les sols (sorption, dégradation...) et aux différentes
techniques de réhabilitation des sols pollués par les pesticides La connaissance des propriétés
et des modes d’action des biosurfactant a aussi fait 1’objet de cette premiére partie
bibliographique.

La seconde partie, est réservée a la présentation de la méthodologie adoptée pour la
Réalisation de notre travail.
La troisieme partie de ce mémoire est consacrée a la présentation et la discussion

Des résultats obtenus. Le manuscrit est achevé par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre 1 : Généralités sur les pesticides

Introduction

Le terme pesticide dont la traduction étymologique est "tueurs de fleéaux™ dérive de
"Pest”, mot anglais désignant tout organisme vivant (virus, bactéries, champignons, herbes,
vers, mollusques, insectes, rongeurs, mammiféres, oiseaux) susceptible d'étre nuisible a
I'nomme et/ou a son environnement, et le terme « pesticide » couvre un champ  plus vaste et
général que les expressions « produit phytosanitaire » ou « produit phytopharmaceutique ».

Les pesticides, sont des molécules dont les proprietés toxiques permettent de lutter
contre les organismes nuisibles , ces derniers représentent toute substance ou association de
substances qui est destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les
vecteurs de maladies humaines ou animales, et les especes indésirables de plantes ou
d’animaux causant des dommages ou se montrant autrement nuisibles durant la production, la
transformation, le stockage, ou le transport des denrées alimentaires , des produits
agricoles...etc.

1-1 Historique des pesticides

Au cours des siecles, les connaissances et les compétences nécessaires pour protéger les
cultures contre les ravageurs et les maladies ont grandement évolué, les personnes ont
toujours utilisés des produits chimiques botaniques et inorganiques dans leurs efforts de
réduire les dommages produits par les ravageurs et les maladies au niveau de leurs cultures et
de leurs animaux.

Deux périodes peuvent étre distinguées pour décrire le développement trés important
des pesticides ; ce sont la premiére et la deuxiéme moitié du XXe siecle approximativement
séparés par la deuxieme guerre mondiale :

Avant 1950 : L’usage des composés arsenicaux est trés répandu. Ils sont utilisés contre
les insectes ravageurs des arbres fruitiers et de la vigne, et aussi contre un ravageur notoire de
la pomme de terre (le doryphore). A c6té des insecticides minéraux, on consiste au
développement considérable des insecticides organiques d’origine naturelle et synthétique,
ces composés sont avant tout représentés par des composés organochlorés qui sont des
biocides particulierement efficaces. Le DDT a eu un grand succés dans la lutte contre de
nombreux insectes ravageurs et aussi contre les moustiques.

Certaines sources estiment les années 1940 et 1950 pour le début de I'ére des pesticides.
Durant cette période ; la lutte contre les maladies des plantes est toujours assurée par le soufre
et par le cuivre.

Apres 1950 : L’utilisation des pesticides s’est beaucoup développée au cours de la
deuxieme moitie du XXe siécle. Plusieurs facteurs ont eu un effet marquant sur cette
évolution tel que :

- La recherche d'un rendement élevée.
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Chapitre 1 : Généralités sur les pesticides

- La protection de la qualité des produits alimentaires.
- Une main d’ceuvre plus réduite.

- De nombreuses substances ont été découvertes ; ils appartiennent aux familles chimiques des
organophosphorés, des carbamates et des pyréthrinoides.

A partir du début de 1960, I’utilisation des pesticides est montée en fleche en Asie et en
Ameérique du Sud 4. 65 % des pesticides dans le monde sont

Utilisés dans les pays développés, mais l'utilisation dans les pays en développement est de

plus en plus élevée.

1-2- Classification des pesticides :

Selon Calvet (2005), [8] les substances actives sont classées en fonction de :

- La nature de la cible visée.

- La nature chimique de la principale substance active.

1-2-1 Classification selon la nature de la cible visée :

Plusieurs catégories de pesticides selon les organismes vivants vises, dont les principales sont

consignées dans le tableau suivant :

Pesticide

Utilisation

Exemple

Les insecticides

Utilisés contre les insectes
nuisibles

Dichlorodiphényltrichloroéthane.
déltamethrine.

Les fongicides

Utilisés contre les champi-
gnons

Phytopathogenes ou
vecteurs  de mycoses
animales ou humaines.

Moncozébe, hexaconazol,

chlorothalonil

Les herbicides

Qui détruisent les plantes
adventices des

Cultures et, de fagon plus
générale, toute végétation
jugeée indésirable.

2-4D, glyphosate

Les acaricides

Qui détruisent les acariens.

Abamectine, nicotine

Les nématicides

Employés contre
phytoparasites. Les
nématodes

Bromomethane, chloropicrine

Les
Molluscicides

Ou hélicides qui détruisent
les gastéropodes.

Methiocarbe, mercaptodiméthur

Les rodenticides

Qui  tuent les
comme les rats

rongeurs

Warfarine, phosphure de zinc

Les avicides

Destinés a éliminer les

oiseaux ravageurs.

Strychnine

Tableau 1 : classification des pesticides selon le cible visée (INSERM, 2013).[3]
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1-2-2 Classification selon la famille chimique :

Les pesticides peuvent également étre classeés en fonction de la famille chimique a

Laquelle appartiennent les substances actives.

Les pesticides organiques :

Sont les organochlorés, les organophosphorés, les carbamates, les triazines, les urées

Substituées et les pyréthrénoides.

Les structures chimiques de certaines familles sont présentées dans le tableau 1.

Famille chimique Exemple de pesticides

Triazines

N/g atrazine /‘\ terbutyvlazine

Organochlorés

Urées substituées

a ~ A \l'/N\ ct NHCON(CH:OCH:
Y\r OI linuron chlorotoluron

/l\/ Cl
NH_ =
Acides et amines R SO, a—\ 4 —OCHCOH
n | bentazone s S 2
= N_ Acide 2 4-dichloro
CH(CHa). fal]
O\( it
: =\ _N_ ¢ Phosalon & (\i/ ® Mathyl
‘g g sl y | 1] caths
Organophosphorés | ¢ \ / N %Ot Ps /\/ parathion
/" 0et Mme0” | O
al S OMe
Pyréthrenoide ,
= . O /K/ deltaméthrine
er/&- \Bn/ o —
i
F
F\c/ 2] o\\ g ,N
NG cH = - ,C//
al 1S
H H —— Iambdacyhalothrine
Tableau 2 : Structure chimique caractéristique de certaines familles de pesticides (Douafer,
2010). [3]
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Les pesticides inorganiques :

Bolandet al. (2004), [9] ont mis en évidence que les pesticides inorganiques sont des
éléments chimiques qui ne se dégradent pas. Leur utilisation entraine souvent de graves effets
toxicologiques sur I’environnement par accumulation dans le sol [Le plomb, I’arsenic et le
mercure sont fort toxique]. Les Biopesticides :

Ce sont des substances dérivées de plantes et d’animaux. Elles peuvent étre constituées
d’organismes tels que les moisissures, les bactéries, les virus, les nématodes, composés chi-
miques drivés de plantes et phéromones d’insectes (Bolandet al.,2004)[9].

1-3-Réle et importance des pesticides :

Les pesticides ont des risques sur la santé humaine par lI'accumulation de ces derniers
dans la chaine alimentaire, et donc ils vont étre consommé par I'étre humain, d'une autre part
ils ont un impact sur la pollution des eaux, le sol, la vie de la faune et la flore et aussi la santé
des agriculteurs. Malgré tous ces risques ; on ne peut pas dépasser les avantages des
pesticides, et parmi lesquels on peut citer :

- Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou a
prévenir leurs actions.

- Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu'il ne s'agisse pas de
substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance).

- Assurer la conservation des produits végétaux, sauf si ces substances ou produits font I'objet
de dispositions particuliéres concernant les agents conservateurs ;

- Détruire les végétaux indésirables ou détruire des parties de végétaux, freiner ou prévenir
une croissance indésirable des végétaux.

- L’utilisation des pesticides peut aussi jouer un role en matiere de la santé publique, soit vis-
a-vis certains insectes comme les moustiques qui représentent des vecteurs de maladies graves
tel que la malaria, soit vis-a-vis certains végétaux comme 1’ambroisie ; c'est une plante
invasive possédant un pollen tres allergisant qui provoque chez les personnes sensibles des
pathologies notamment respiratoire (rhinite, trachéite) ou cutané (urticaire).

1-4-Effets des pesticides sur I’environnement :

Les pesticides sont devenus un besoin pour les agriculteurs, car ils permettent
I'intensification de I'agriculture afin de couvrir la demande exprimée dans les marchés sur les
produits agricoles. En Vérité les pesticides ont un avantage concernant la protection des
cultures et I'augmentation de la production, mais malheureusement leurs risques ont dépassée
I'utilité de ces derniers, parce qu'ils endommagent I'environnement.

Les pesticides ont contaminé presque toutes les parties de notre environnement, c'est
vrai qu'ils tuent quelques espéces visées comme les insectes, champignons et les plantes
indésirables. Les effets des pesticides sur I'environnement sont nombreux ; ils ont un effet
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Chapitre 1 : Généralités sur les pesticides

Sur:

1- La santé humaine.

2- La faune et la flore.

3- La contamination des eaux.
4- Le sol.

5- L’air.

La figure suivante explique les effets des pesticides sur tous les composants de
I'environnement

Ozone,

Transformations chimigues —  Shoto-oxydants,

PR Juaide ek & site aérosols...
-
Sy
- d p
L4 ‘ Dépdt sec
. ‘ &t humide
7 Transport F é
Dérive et évnpomtfon Dispersion F]
pendant l'application ® ™ ‘ ‘ .
. é d ®
. . é .
A - -

INGESTION # INHALATION

_iuke )

Rivieres, nappes pheatiques

Figure 1: comportement des pesticides dans 1’environnement

Les substances et les molécules issues des pesticides sont susceptibles de se retrouver
dans Dair, le sol, les eaux et le sédiment, ainsi que dans les aliments. Ces substances et
molécules présentent, par leur migration entre les compartiments de 1’environnement, des
dangers importants pour I’homme et les écosystémes, avec un impact a court ou a long terme.
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Figure 2 :

Comportement des pesticides dans le sol

A partir de cette figure on observe :

- Des phénomeénes de rétention : Soit par absorption par les végétaux ou la microflore du sol,
soit par adsorption par la matiére humique du sol. Et aussi les pesticides peuvent étre absorbés
par les racines et les feuilles des plantes cette étape est probablement la principale voie
conduisant a ’accumulation de ces produits le long des chaines trophiques, donc la voie
majeure par laquelle I’homme et les animaux sont mis en contact avec ces composeés.

- Des phénomenes de transformation (métabolisme par les microorganismes, photolyse) :
Transforme petit a petit les pesticides en Produit moins toxique, et ces produits obtenus
dépendent en grande partie de 1’énergie de lumicre solaire qui affecte la molécule primaire.

Le processus de dégradation est un facteur de dépollution majeur des compartiments
environnementaux contamingés par les pesticides. Cette transformation peut se traduire par la
mineéralisation compléte et relativement rapide ; ce qui peut entrainer une détoxification du
milieu ou au contraire provoque une intoxication.

- Des phénomeénes de transport par lixiviation, lessivage ou ruissellement : ce qui pourra
conduire a la contamination des eaux de drainage, des eaux de surfaces ou des nappes
phréatiques.
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Chapitre 1 : Généralités sur les pesticides

1-4-1- Contamination de I’air : La dissémination des pesticides dans I’atmospheére se produit
soit au moment de 1’épandage, notamment lorsqu’ils sont pulvérisés, soit par évaporation, a
partir des plantes sur lesquelles ils ont été répandu ou a partir du sol ou ils se sont déposés.
Ainsi les procédés de pulvérisation et de traitement des produits jouent donc un réle important
dans la présence de résidus atmosphériques. Les pulvérisations aériennes sont les plus grandes
sources de concentration de substances dans 1’atmosphére. La présence des pesticides dans
I'eau de Pluie indique une contamination de I'atmosphere mais seuls les éléments solubles se
retrouvent dans I'eau de pluie.

Divers pesticides peuvent se trouver dans 1’air a des concentrations parfois non négligeables
et étre transportés sur de grandes distances.

La présence des pesticides dans l'air dépend des caractéristiques du produit, sa dégradabilité
type de surface, plantes ou animaux traités, des pratiques agricoles, du matériel de traitement,
des conditions climatiques et pédologiques.

1-4-2- Contamination I’eau : Les pesticides et leurs résidus se retrouvent dans les eaux de
surfaces (cours d’eau et étendues d’eau) ainsi que dans les eaux souterraines et marines. La
pollution des eaux souterraines due aux pesticides est un probleme mondial. Une fois que les
eaux souterraines sont polluées par des produits chimiques toxiques, la contamination peut
prendre plusieurs années pour se dissiper ou étre nettoyée. Le nettoyage peut également étre
tres colteux et complexe.

Les eaux de surface destinées a la consommation ne contenaient que faibles concentrations
des pesticides, rien ne semble indiquer que ces concentrations puissent présenter un danger
significatif pour la santé.

Les pesticides trop préoccupants, car ils pourraient avoir des effets sur la santé et causeé de
maladies graves tel que le cancer et les maladies génétiques héréditaires.

Un grand nombre d'insecticides et quelques herbicides et fongicides, peuvent avoir un effet
toxique pour les organismes aquatiques, et peut avoir un effet nuisible sur le milieu naturel.
La commercialisation du poisson contaminé, peut également représenter une menace pour la
santé humaine.

1-5- Effet des pesticides sur les especes :

De nombreux pesticides sont toxiques pour les insectes bénéfiques, les oiseaux, les
mammiferes, les amphibiens et les poissons. L’empoisonnement de la faune sauvage dépend
de la toxicité du pesticide, la quantité appliquée, la frequence, le moment et la méthode de
pulvérisation. Les animaux peuvent étre intoxiqués par contact lors du traitement aérien, ou
bien par ingestion. Les semences traitées par exemple, sont dangereuses pour la faune
granivore et peuvent provoquer des mortalités importantes chez les populations d’oiseaux.

La faune est exposée aux pesticides en mangeant des aliments ou de I'eau contaminés, en
respirant les vapeurs des pesticides ou par I'absorbation de ces derniers a travers leur peau.
Les prédateurs peuvent étre empoisonnés en mangeant des animaux qui ont été exposés aux
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pesticides. Beaucoup d'insecticides affectent le systéme nerveux des animaux sauvages, ce qui
peut interférer avec leur capacité a survivre ou a se reproduire.

Les pesticides peuvent passer a travers le placenta ou affecter les ceufs des oiseaux ou des
reptiles, ce qui cause des affaiblissements ou des défauts qui

Apparaissent plus tard dans la vie. Les herbicides, utilisés pour tuer les mauvaises herbes,
affectent les plantes qui sont importantes pour la survie de la faune. Les poissons, les
amphibiens et les insectes aquatiques sont spécialement susceptibles a la contamination de
I'eau par les pesticides. Ceci affecte aussi les animaux comme les canetons qui dépendent de
ces créatures pour survivre.

Les impacts précis des pesticides sur les populations de phytoplancton sont inconnus, mais
parce qu'ils sont congus pour tuer les plantes, les herbicides ont les impacts les plus
importants, en outre, certains insecticides sont toxiques pour les plantes aquatiques. Les
fongicides a base de cuivre sont hautement toxiques pour les organismes aquatiques, car le
risque d’accumulation du cuivre dans les poissons et certains autres organismes aquatiques
peuvent étre éleve. Alors que Les insecticides chlorpyrifos et endosulfan ont la capacité de
causer de sérieux préjudices aux amphibiens, a des concentrations présentes dans
I’environnement inférieures aux conditions normales d’utilisation.

1-6- Effets des pesticides sur les produits agricoles :

L'association algérienne de la protection de I'environnement affirme que I'Algérie est un grand
consommateur de pesticides, en effet 30 000 tonnes sont épandues chaque année. La moitié
des fruits et des légumes - surtout les poivrons, piments, tomates, poireaux, laitues et épinards
- vendus, contiendraient ces substances chimiques. Les fruits les plus touchés sont les fraises,
lesMandarines et les raisins. Les résidus les plus fréquemment détectés sur les fruits et
légumes sont les fongicides et les insecticides.

L'exposition de la population générale aux pesticides se produit principalement par la
consommation d'aliments et I'eau potable contaminée par des résidus de pesticides, alors
gu'une exposition importante peut également se produire dans ou a l'intérieur de la maison.
L’ingestion d’eau contaminée par les pesticides représente également un danger potentiel pour
les nouveau- né. Ce probléeme est particulierement important avec les aliments lactés qui
doivent étre préparés avec de 1’eau.

Certaines espéces peuvent absorber et concentrer des pesticides sans en subir de conséquences
apparentes, du moins jusqu'a un certain point. Les prédateurs qui s'en nourrissent risquent
alors l'intoxication, Les pesticides se concentrent tout au long de la chaine alimentaire, selon
la figure suivante :
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Figure 3 : L’accumulation des pesticides

L’exposition aux pesticides se caracterise par plusieurs voies. L'exposition de la population
générale se produit principalement par la consommation d'aliments et I'eau potable
contaminée par des résidus de pesticidesl, comme l'indique la figure suivante

Environnement Homme Chaine alimentaire
Sols 3
Air Alimentation
Faux Habitat
) Culture
Jardinage
Elevage
Transferts . _ Agl iculture
inter-compartiments \ Elevage
et transformations o {
Pestlcldes
Figure 4 :

Modes d’exposition de I’homme et des milieux par les pesticides
1-7-Risques des pesticides sur la santé humaine :

L’intoxication aux pesticides constitue un probléme de santé publique dans plusieurs pays a
travers le monde. La toxicité des pesticides dépend d’un certain nombre de facteurs tel que 1 :

1- La dose.

2- Le temps pendant lequel la personne est exposée.

3- Le degreé d'absorption.

3- La nature des effets de la matiere active et de ses métabolites.

4- L'accumulation et la persistance du produit dans I'organisme et la "sensibilité" personnelle
(antécédents, patrimoine génétique, etc....).
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Le facteur principal qui conditionne la toxicité de ces produits concerne le mode de
pénétration et le devenir du produit dans I’organisme, donc il faut retenir qu'il y a trois voies
de contamination :

La voie cutanée et les muqueuses, la voie digestive, la voie respiratoire.

Cutaneée Respiratoire Digestive
N 1 e
Devenir
e N
Elimination Stockage

S [\
Systéme Systéme Systéme Tissu Autres organes
respiratoire digestif urinaire adipeux ou tissus

Figure 5 : Toxicologie et devenir des pesticides
1-8- Résidus et toxicité des pesticides :

Le risque d’intoxication pour I’homme résulte a 1a fois du danger lié a la toxicité de la
substance active (toxicité aigu€ et chronique), et de I’exposition aux pesticides (dose
journaliére absorbée, quantité de résidus présents), selon la figure ci-dessous, et les
expériences en laboratoire permettent de quantifier ces notions.

La toxicité des pesticides peut étre aigue et chronique :

1-8-1- Toxicité aigué : Les effets aigus liés a une intoxication par les pesticides se
manifestent immédiatement ou dans les quelques heures qui suivent une exposition
importante. Il faut savoir que, pour les propriétes toxicologiques, les classes de danger sont
attribuées a partir de DL50 de la substance active, c’est-a-dire de la toxicité aigle, et des
possibilités d’effets cancérogenes, mutageénes ou neurotoxiques. Une DL50 correspond donc a
une dose qui provoque la mort de 50% d’un lot d’animaux d'un laboratoire. Plus DL50 sera
¢levée, moins le produit sera toxique. A I’inverse, un produit trés toxique aura une DL50
faible - exprimée en mg/kg de poids vif.

La DL 50 orale est habituellement inférieure a la DL50 dermique ; puisque les pesticides
peuvent pénétrer dans le flux sanguin plus facilement dans I'estomac que dans la peau, et la
toxicité réelle d'un pesticide commercial est significativement affectée par la formulation. Par
exemple, un pesticide hautement toxique devient plus toxique lorsqu'il est formulé comme
concentré émulsionnable que sous forme de suspension de microcapsules.
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1-8-2- Les symptomes d’une intoxication aigue par les pesticides : ils apparaissent
fréquemment sous forme de Convulsions, vertiges et perte de coordination, des troubles
digestifs (nausées, vomissements et diarrhées), tachycardie, et des troubles musculaires
(contraction, crampes, paralysie) comme :

e La maladie de Parkinson (PD) : L’exposition chronique a faible dose aux pesticides est
suspectée d'augmenter le risque de la maladie de Parkinson. Les personnes exposées aux
pesticides avaient une incidence de PD a 70% plus élevée que celles qui ne sont pas exposées.
PD est la maladie neurodegénérative la plus fréquente, elle se produit lorsque les cellules
nerveuses du cerveau sont endommagées de sorte qu'elles ne produisent plus de dopamine, ce
qui aide a contréler le mouvement musculaire.

e Les perturbations endocriniennes (PE) : Les PE sont des substances chimiques dans
I'environnement (xéno-chimiques) qui bloguent ou imitent I'action hormonale, contribuant a
une large gamme de pathologies. L’action des pesticides PE est soupgonnée pour un grand
nombre d’effets nocifs comme la baisse de la qualité et de la quantité du sperme humain,
I’incidence des cancers des testicules et de la prostate (ou le DDT, comme anti-estrogéne),
I’augmentation des cancers du sein (vraisemblablement due a des organochlorés, a divers
pesticides) et a la I’hypothyroidie. Les travailleurs de 1’agriculture sont les plus exposés aux
perturbateurs endocriniens.

Les pesticides PE sont susceptibles d’affecter le développement sexuel avec une sensibilité
particuli¢re chez le feetus et I’enfant. Généralement, les dommages se produisent au cours de
la gamétogénese et au stade initial du développement feetal mais les effets n’apparaissent qu’a
I’age adulte.

o Pesticides et cancer : Des preuves épidémiologiques sur la relation entre les pesticides et
le cancer sont examinées. Dans les études sur les animaux, de nombreux pesticides sont
cancérogeénes, par exemple les organochlorés et le sulfate, tandis que d'autres notamment les
organochlorés, le DDT, Les pesticides sont considérés comme des produits chimiques
toxiques, et malheureusement avec l'augmentation de l'utilisation de ces derniers afin d'élever
le niveau de production, les étres humains sont exposes de plus en plus aux maladies.

La toxicité des pesticides dépend de la dose, le temps d'exposition aux pesticides, le degré
d'absorption, la nature des effets de la matiére active et de ses métabolites.

1-9-Elemination et traitement des pesticides : L’¢limination des pesticides représente un
grand enjeu environnemental, étant donné 1’étendue du probléme qui se pose concernant la
protection des ressources naturelles. La panoplie des techniques utilisables permet de bien
adapter le traitement en fonction d’une part, de la nature de la pollution (accidentelle ou
diffuse) et, d’autre part, des caractéristiques de I’eau a traiter. Il ne faut cependant pas perdre
de vue que le traitement des pesticides, méme s’il est efficace, n’est pas la seule solution : la
mise en ceuvre de politiques de réduction de 1’utilisation des pesticides permettra de limiter la

dégradation, non seulement de la qualité de 1’eau, mais aussi, et plus généralement, de
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I’environnement : la biodégradabilité lente de certains produits fait que 1’on retrouve encore
dans I’environnement des traces de DDT, pourtant interdit depuis 1972.Les pesticides
s’écoulent dans les eaux de surface par ruissellement. Les eaux souterraines sont polluées par
infiltration de ces produits dans le sous-sol. La biodégradabilité des pesticides dans le milieu
naturel est variable ; certaines molécules disparaissent en quelques jours ou quelques mois,
d’autres persistent durant plusieurs dizaines d’années. Les pollutions diffuses par les
pesticides en particulier sont les plus étudiées parce que le flux de pesticides est plus
important par rapport aux autres polluants.

Cette pollution engendre une diminution de la teneur en oxygene dissous, due a la
décomposition de la matiére organique par les bactéries, les organismes aquatiques vont donc
en souffrir. L’oxygene dissous étant consommeé, il ne reste place que pour la dégradation
anaérobie, qui libére des gaz toxiques et nauseabonds.

Procédés de traitement de la pollution organique (pesticides) :

La dépollution des eaux usées nécessite trés souvent une succession d’étapes faisant
appel a des traitements physiques, physico-chimiques, chimiques et biologiques. En dehors de
plus gros déchets présents dans les eaux usées, 1’épuration doit permettre au minimum,
d’éliminer la majeure partie de la pollution carbonée.

A- Coagulation-floculation-décantation.

Les premiéres étapes de coagulation-floculation-décantation d’une filiére de
potabilisation ont un effet peu significatif sur I’élimination des pesticides, méme si quelques
molécules, complexées avec la matiere humique, peuvent étre Iégerement éliminées. Par
exemple, le taux d’élimination de 1’atrazine est de 12% en moyenne (Bouillot et coll., 1991).
En aucun cas, il ne peut s’agir d’un traitement approprié aux pesticides afin de descendre sous
la limite de 0,1 pg. L-1.

B- Procédés d’oxydation :
L’oxydation par des entités chlorées (chlore ou bioxyde de chlore).
C-Procédés membranaires :

Les procédés membranaires constituent une voie d’avenir dans le traitement de 1’eau.
Parmi les différentes technologies, la nano filtration semble la plus adaptée pour un traitement
des pesticides. Les performances vis-a-vis des pesticides semblent dépendre fortement du type
de membrane utilisé. Hefman et coll. (cité par Mandra et coll., 1993)[64], notent une
élimination de plus de 90% sur une membrane pour 4 pesticides étudiés alors que les trois

autres membranes de 1’étude retiennent au maximum 50% du diuron et 80% de la simazine.
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D-Adsorption :

Le matériau Le matériau adsorbant le plus répandu est le charbon actif. Celui-ci peut
s’employer sous diverses formes (charbon actif en poudre, en grain ou, plus récemment, sous
forme de tissus), seul ou combiné avec d’autres procédés (oxydation, membranes, support
biologique). Longtemps employé pour lutter contre les godts et les odeurs, il est maintenant

reconnu que ses propriéetés absorbantes touchent un spectre tres étendu de pesticides.
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Conclusion :

L'Algérie est devenu un grand consommateur de pesticides, dans le but d'augmenter la
production agricole et couvrir la demande Les pesticides ont un impact négatif sur
I'environnement, en réalité il existe des animaux et des insectes qui doivent étre présent dans
notre vie ; afin de garder I'équilibre environnemental, mais parce qu'ils se nourrissent sur les
Iégumes et les fruits qui contiennent des substances chimiques ils disparaissent de I'existence.
Il'y a aussi des plantes utiles pour la vie humaine mais malheureusement les herbicides
utilisés pour tuer les mauvaises herbes exprimées sur les fruits et les Iégumes. L'utilisation des
pesticides est un risque majeur pour l'environnement, car l'application de ces derniers a
contaminé les composantes de notre environnement tel que la santé humaine, la faune et la
flore, les eaux, le sol et 1’air.

Les pesticides ont un impact négatif sur I'environnement, en réalité il existe affectent.
Les pesticides ont connu un développement dans le monde, et leur utilisation augmente de
plus en plus surtout dans les pays développés. Il existe trois grandes familles pesticides : les
insecticides, les fongicides et les herbicides, ils sont les plus utilisés pour protéger et
améliorer les cultures maraichéres.

La plasticulture est un type d'agriculture qui nécessite l'utilisation des pesticides, parce
que le climat de la serre est le milieu approprié pour les différentes maladies des plantes, donc
impossible d'avoir une bonne production agricole sans avoir recours aux pesticides. Chaque
famille des pesticides contient plusieurs types, et le choix de ces derniers dépend des plantes,
des ravageurs et des maladies. Il faut que les agriculteurs sachent faire la différence entre les
pesticides et aussi il faut qu'ils connaissent les types appropriés pour chaque légume ou fruits.

Les pesticides ont des avantages par rapport au volume et la qualité de la production, mais
malheureusement les inconvénients de ces produits chimiques dépassent leurs utilités, car ils
sont la cause de plusieurs maladies chez I'étre humain, et des fois ils sont la raison du

Déséquilibre environnemental.

Page 17



Chapitre 2 :

Lesbiosurfactants



Chapitre 2 : les biosurfactants

Chapitre 2 : les biosurfactants
2-1-Définition

Les surfactants (SURFaceACTiveAgeNTS) sont des agents a activité de surface
(tensioactifs), synthétisés chimiquement ou par voie biologique (biosurfactants). Ces
molécules de haute énergie se répartissent a 1’interface entre liquides non miscibles réduisant
ainsi 1’énergie libre du systéme et formant des microémulsions des solutions aqueuses ou des
mélanges d’hydrocarbures. Les biosurfactants sont des composés amphiphiles, ¢’est-a-dire
qu’ils contiennent a la fois une partie hydrophile (téte) et une partie hydrophobe (queue). lls
ont pour propriété de diminuer la tension interfaciale en s’adsorbant al’interface entre deux
composés immiscibles, solide-liquide, liquide-liquide ou gaz-liquide immiscibles (Laha et al.
2009 ; Luna et al. 2013 ; Volkering et al. 1997)[64].

Portion hydrophobe )

/ (chaine hpidique...)

Portion hydrophile
(sucre...)

Figure 6 : Représentation schématique d’une micelle de biosurfactant (Gabet, 2004) [64].
2-2-Classification

Les biosurfactants sont classés suivant la nature biochimique du surfactant produit par
le Micro-organisme. On distingue cing grandes classes de biosurfactants : les glycolipides, les

Lipopeptides, les phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres (Healy et al,
1996). [73].

Les glycolipides : sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une
longue Chaine d'acides aliphatiques ou d'acideshydroxyaliphatiques. Les glycolipides les plus
étudiés Sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides (Ron et Rosenberg,
2002)

Les lipopeptides : sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptidique. Les
lipides D’ornithine sont les plus connus (Healy et al, 1996). [73].
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Class/type de biosurfactant

Microorganismes

Glycolipides

Rhamnolipides
Sophorolipides
Trehalolipides

Pseudomonas aerugenosa
Torulopsisbombicola .T.apicola

Rhadococcuserythroplis,mycobacteriumsp

Lipopeptides et lipoprotéines

Peptide-lipide Bacillus lichniformis
Viscosin Pseudmonasfluorescens
Serrawettin Serratiamarcenscens
surfactin Bacillus sobtillus
Subtilisin Bacillus sobtillus
Gramicidin Bacillus brevis
Polymyxin Bacillus polymyxia

Lipides neutres et phospholipides
Lipides neutres

Phospholipides

Corynebacteriumlepus
Nocardiaerythropolis
Thiobacillusthiooxidans

Tensioactifs polymeres
Emulsions

Biodispersant

Liposan
Lipide-proteinecarbohydraté

Acinetobactercalcoaceticus
Acinetobactercalcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudmonasfluorescens

Lipide-proteinemannane Candida tropicalis

Tensioactifs particuliers Acinetobactercalcoaceticus

Vesicles

Tableau 3 : Principaux types de surfactants
biologiques

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non toxiques, biodégradables et peuvent Etre
utilisés dans des conditions extrémes (BANATetal. 2000).[69] C'est pourquoi ils peuvent Etre
utilisés dans de nombreux domaines. Cependant, il semblerait que les biosurfactants Soient
principalement utilisés par I'industrie pétrochimique (CHRISTOFI et IVSHINA, 2002). [70].

2-3- Production des biosurfactants :

Le succeés de l'utilisation et la production des biosurfactants passe par une diminution
Des codts de production. Cette diminution pourra étre atteinte grace a la valorisation de
Substrats de croissance de produits a faible codt. Par exemple, MAKKAR etCAMEOTRA
(2002)[2], indiquent qu'il est possible d'utiliser des déchets et des produits agricoles d'une
partPour diminuer les codts, mais aussi pour diminuer les quantités de déchets a traiter de
diverses entreprises (huiles de moteurs usagées...). Une étude réalisée par MERCADE
etMANRESA (1994)[80],reporte des taux de production de rhamnolipides de 1,4 g.L-1pour
des Pseudomonas cultivées sur des sous-produits industriels.
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2-3-1- Microorganismes producteurs :

Les biosurfactants sont principalement produits par des micro-organismes se
développant de maniere aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de
carbone, comme les hydrates de carbone, les huiles ou les hydrocarbures. Ces
microorganismes sont en genéral des levures, des champignons ou des bactéries.

Le principal role physiologique du biosurfactant est de permettre aux microorganismes
De se développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension inter faciale entre I'eau et
le substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (MATA SANDOVAL etal.,
2000).[81]

Les bactéries utilisées pour produire les biosurfactants sont en général issues de sols
Contaminés par des molécules hydrophobes comme les HAP. Elles sont donc isolées de leur
Milieu naturel et sont cultivées en laboratoire. Ceci permet de faire des tests pour choisir
laMeilleure source de carbone et d'optimiser les milieux de culture afin d'obtenir un taux
deProduction maximum. Dans tous les cas, le biosurfactant obtenu est un mélange de
plusieursMolécules. Par exemple dans le cas du biosurfactant produit par une souche de
Pseudomonas aeruginosa UG2, on obtient un mélange de quatre rhamnolipides (VAN
DYKE etal., 1993)[85]. Bien que de nombreuses espéces produisent des biosurfactants, la
régulation de leursynthése est encore mal connue, sauf pour les souches de Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus qui sont actuellement les bactéries les plus étudiées (BANATEetal.,
2000)[69] La Biosynthése des rhamnolipides par des souches de Pseudomonas aeruginosa se
réalise Pendant la phase exponentielle de croissance. Les molécules de biosurfactant sont
associées Aux membranes des bactéries et sont aussi secrétées dans le milieu
(THANGAMAN etSHREVE, 1994)[84].

2-3-2- Paramétres influencant la production :

Le type et la quantité de biosurfactants produits varient avec la composition du milieu
(Source de carbone ou autres nutriments) et les conditions de culture (température,
agitation,pH, etc).

2-3-2-a. Influence de la source de carbone :

La source de carbone est I’un des parameétres influengant le plus la production des
Biosurfactants, soit par induction, soit par diminution de la quantité produite. Les sources de
Carbone solubles dans I'eau (glycérol, glucose, mannitol ou éthanol) sont utilisees pour
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)[69]. En effet, les bactéries ont la capacité de croitre sur des substrats
hydrophobes (CAMEOTRA et MAKKAR, 1998) [2].
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2-3-2-b. Influence de I'azote :

De nombreuses études ont montré que la synthése de rhamnolipides se produisait
Lorsqu’il y avait un exces de carbone dans le milieu ou lorsque 1'azote peut étre apporté sous

différentes formes selon les bactéries productrices (LANG et WULLBRANDT, 1999). [79]

Pour avoir des rendements de production optimum, il est donc nécessaire davoir un
Rapport C/N ideéal, et surtout que l'azote soit un facteur limitant (stress) pour favoriser la
Production de biosurfactant (GABET, 2004). [72]

2-3-2-c. 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 Norcardiacorynbacteroidessont inaffectées par des pH
variant de 6,5 a 8,0.

2-3-2-d. Influence des sels minéraux :

Il semblerait qu'une concentration limitante en ions magnésium, calcium, potassium
Sodium ou éléments traces induise une augmentation de production en petite quantité.

2-3-2-e. Influence de I’oxygéne :

La disponibilité de I'oxygéne peut également affecter la production a travers son effet
Sur l'activité cellulaire ou la croissance.

2-3-2-f. 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). [1]

2-4-Extraction des biosurfactants du milieu de croissance :

Pour extraire le biosurfactant du milieu de croissance, il est d'abord nécessaire de
séparer les Bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation ou par solvants :
chloroforme/méthanol, butanol, acétate d'eéthyle, etc. ou des techniques reposant sur la
précipitation du biosurfactant. Ces extractions peuvent ont par exemple). La récuperation des
biosurfactants dépend principalement de leur charge ionique, de leur solubilité et de leur
localisation (intracellulaire, extracellulaire ou lié aux cellules). Les techniques les plus
utilisées sont des extractions par solvants : chloroforme/méthanol, butanol, acétate d'éthyle,
Figure 02 : Représentation schématique d'une micelle de biosurfactant (GABET, 2004). etc.
ou des techniques reposant sur la précipitation du biosurfactant. Ces extractions peuvent étre
réalisées directement ou apres sédimentation des cellules productrices (DESAI et BANAT,
1997).

Page 22



Chapitre 2 : les biosurfactants

2-5- Propriétés physico-chimiques des biosurfactants
2-5-1-Concentration Micellaire 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 rassemblent pour
Former des micelles. Les micelles se forment lorsque les portions hydrophobes, incapables de
former des Liaisons hydrogéne en phase aqueuse, créent une forte augmentation de I'énergie
libre du Systeme. Une fagon d'abaisser cette énergie est d'isoler la partie hydrophobe de I'eau
par Adsorption sur des matrices organiques ou de former des micelles (HAIGH, 1996).[78]

En effet, dans les micelles, les parties hydrophobes se regroupent vers le centre, et les
portions hydrophiles restent en contact avec I’eau.

La CMC peut également étre définie comme étant la concentration pour laquelle la
Tension superficielle devient minimale (environ 30 mN.m-1en solution aqueuse). Pour de
Nombreux biosurfactants, la tension superficielle minimale est a peu pres identique mais la
CMC varie en fonction de leur structure. Les CMC obtenues pour les biosurfactants varient de
124200 mg. L-1.

La CMC d'un biosurfactant varie avec sa structure, la température de la solution, la
Présence d'electrolytes ou de composés organiques (EDWARDSetal., 1991). [77]

Les effets des électrolytes sur la CMC sont plus prononcés pour les biosurfactants
loniques. La variation de la taille de la région hydrophobe est un facteur important et en
Général, la CMC diminue lorsque le caractére hydrophobe du surfactant augmente (HAIGH,
1996). [78]

2-5-2- Structure des biosurfactants et paramétres influencant leur micellisation Les
micelles de biosurfactants s'arrangent en différentes microstructures sphériques, globulaires
ou cylindriques, mais des vésicules sphériques et irrégulieres, des bicouches tubulaires ou
structure lamellaires sont le plus souvent rencontrées

Figure 7 : Représentation schématique d'une molécule de biosurfactant.
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Figure 8 : Solubilité d'un biosurfactant ionique en fonction de la température

Le volume intérieur des micelles dépend de la forme des micelles et du nombre
d'agrégation (nombre de monomeéres constituant la micelle). Généralement, il faut de 50 a 100
Monomeéres pour former une micelle (CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).[70]

Le nombre d'agrégation augmente quand l'aire de la section transversale de la partie
Hydrophile (ah) diminue Représente la longueur de la chaine hydrophobe et VHle volume
occupé par celle-ci.

La forme de la micelle dépend également de la structure du biosurfactant. A l'aide d'une
Approche géomeétrique, la forme de la micelle peut étre déterminée par le rapport
VH/(ah*Lc), Si ce rapport est inférieur a 1/3, la micelle est de forme sphérique (BAI et al.,
1998).[75]

Quand le nombre d'agrégation augmente, le volume intérieur de la micelle augmente.

La morphologie des agrégats varie avec le pH, la concentration en biosurfactant, la
concentration en biosurfactant, la température ou la force ionigue.
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2-5-3- Solubilité des biosurfactants en fonction de la température :

Pour les biosurfactants ioniques, la courbe représentant la solubilité en fonction de la
Température fait apparaitre un comportement irrégulier : a partir d'une certaine température
Tk, dite température de Krafft, la solubilité augmente brusquement. Sur ce méme graphe, la
courbe représentant la CMC en fonction de la température a été ajoutée.

En dessous du point de Krafft, la solubilité est faible ; elle est uniquement due aux
Monomeéres présents en solution. Lorsque ces derniers atteignent la saturation (& la CMC), le
biosurfactant précipite sous forme de solide hydraté. Au-dessus de Tk, la solubilité croit
Rapidement avec la température : ceci est li¢ a la formation de micelles puisque ’activité
desMicelles reste constante.

Ce sont les micelles qui font croitre la solubilité. Le biosurfactant se retrouve a la fois
Sous forme de micelles et de monomeres (GABET, 2004). [72]

Les biosurfactants non ioniques ne présentent pas de température de Krafft, mais se
Caractérisent par une température appelée point de trouble (GABET, 2004). [72]

Solution Hemimieelle

Admicelle

. .‘.‘.‘.‘. .‘.‘.‘.‘.

Sol

factant
[suracan]/.h

Figure 9 : Représentation schématique de I'adsorption de biosurfactant sur un sol
2-5-4- Sorption des biosurfactants sur les solides :

Les biosurfactants utilisés lors des traitements de sols pollués voient leur efficacité
Diminuer suite a deux phénomeénes principaux : la précipitation du biosurfactants ou la
Sorption de ce dernier au sol. Ces deux phénomenes aboutissent a une réduction en phase
Aqueuse de la concentration active en surfactant pour mobiliser et transporter les
contaminants organiques dans les sols et parallelement a une augmentation des colts de
dépollution (WEST et HARWELL, 1992). [86]

L'adsorption resulte d'interactions "énergétiquement™ favorables entre I'adsorbat (le Sol)
et le soluté. C'est un processus complexe car il peut étre influencé par tout composé Solide,
solvant ou soluté présent dans le systéeme. Cette adsorption peut-étre de nature Physique ou
chimique, la différence entre les deux dépendant de la nature des forces mises en jeu
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(KARICKHOFFetal., 1979 ; SOMASUNDARAN et KRISHNAKUMAR, 1997). Plusieurs
auteurs (ABDUL et GIBSON, 1991[74] ; WEST et HARWELL, 1992. [83]

EDWARDS et al. 1994) [77] travaillant avec des surfactants chimiques anioniques ont
proposé unmodele selon lequel I'adsorption des surfactants comprendrait trois étapes.

La premiére serait un recouvrement partiel de la surface des sols ou sédiments par des
Monomeéres. Cette étape est contrdlée par des interactions électrostatiques entre les
Monomeéres anioniques du surfactant et les sites de surface de charge opposée. Au fur et a
Mesure de I'augmentation de la concentration en surfactant, les monomeres s'auto-associent
sous l'effet de forces électrostatiques et hydrophobes, pour donner des hémimicelles puis des
admicelles.

Une fois que la concentration en surfactant sorbé a la surface du sol est maximale, tout
Ajout supplémentaire de surfactant restera en solution pour solubiliser les HAP.

Le type de surfactant influe sur sa sorption. SOMASUNDARAN etKRISHNAKUMAR
(1997) [83] indiquent que I'adsorption des surfactants non ioniques differe de celle des
surfactants ioniques du fait de I'absence d'interactions électrostatiques.

Les biosurfactants anioniques sont préférentiellement choisis lors des traitements de
sols pollués car ils se sorbent moins aux surfaces minérales, mais ils ont la particularité de
Précipiter et de déstabiliser les particules fines des sols.

2-5-5- Toxicité et biodégradabilité :

Des tests de toxicité réalisés par HABA et al ont montré que les rhamnolipides Produits
par une souche de Pseudomonas aeruginosa étaient classés comme produits non Irritants et
non toxiques.

Une étude réalisée par DESCHENESetal., (1996)[76] reporte que I'UG2, biosurfactant
Produit par une souche de Pseudomonas aeruginosa n'affectait pas I'activité microbienne
Globale, méme a de fortes concentrations. Ces auteurs indiquent de plus que ce biosurfactant
était biodégradable.

2-5-6- Remobilisation des HAP par utilisation des biosurfactants :

Bien qu'utilisés dans de nombreux domaines, les surfactants d'origine biologique Voient
une utilisation de plus en plus prometteuse dans les techniques de remédiation des sols
(GABET, 2004). [72]

La remédiation assistée par les biosurfactants présente de nombreux avantages. WEST
Et HARWELL (1992) [86] indique que les biosurfactants cationiques se sorbent fortement
aux Sols. Or, les molécules d'origine biologique ont le plus souvent un caractére non ionique
ou anionique qui les rend moins sensibles a la sorption sur les sols. De plus, ils ont des CMC
Moindres que leur homologue chimique, ce qui les rend efficaces a de plus faibles
Concentrations. Enfin le caractére peu toxique et biodégradable des biosurfactants facilite leur
utilisation.
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2-6- Modes d'action
Les biosurfactants agissent de facons différentes : par mobilisation et par solubilisation.

2-6-a. Mobilisation Par définition, la mobilisation dépend de la capacité des biosurfactants a
diminuer les Tensions inter faciales entre les NAPL (non aqueuse phase liquides) et I'eau
lorsque les Molécules de tensioactifs se partagent a la surface du NAPL (MC CRAY et al.
2001). [82]

La mobilisation se subdivise en deux étapes : une étape de déplacement et une étape De
dispersion. Le déplacement correspond a la libération des gouttes de NAPL du milieu poreux
gréce a la réduction des tensions inter faciales. La dispersion est le processus au cours Duguel
les NAPL se dispersent dans la phase aqueuse sous forme de fines émulsions (BAlet Al.,
1997). [75]

2-6- b. Solubilisation

La solubilisation est le mode d'action privilégié pour traiter les sols ; elle résulte de la
Formation de micelles. La solubilisation est basée sur la capacité des solutions micellaires a
Augmenter la solubilité des contaminants hydrophobes (GABET, 2004).[72]

Généralement, en deca de la CMC, les monomeres en solution n'ont pas ou peu D’effets
sur la plupart des hydrocarbures. Au-dessus de la CMC, le phénomeéne d'incorporation des
hydrocarbures dans les Micelles apparait, permettant ainsi une augmentation de leur solubilité
apparente (GABET, 2004).[72] Ainsi, pour que les micelles se forment, il faut ajouter
suffisamment de biosurfactant Pour que la concentration en phase aqueuse atteigne la CMC
réelle. La sorption dépend donc De la concentration de biosurfactant en solution (VAN
DYKE etal., 1993)[85]. BAI et al. (1998)[75] indiquent qu'a de fortes concentrations, la
solubilisation est le mécanisme principal

2-7-Extraction des biosurfactants du milieu de croissance :

Pour extraire le biosurfactant extracellulaire du milieu de croissance, il est d'abord
nécessaire De séparer les bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple). Il
est bien connu que la majorité des produits de fermentation sont libérés dans la phase
Aqueuse diluée. Par conséquent et dans plusieurs cas, le processus précité comprend environ
60% du rendement total du produit. Dus a des considérations économiques, la majorité des
Applications de biosurfactants fait appel soit a la culture microbienne en bouillon ou bien la
préparation brute. De plus, D’interférence due a la présence d’autres substances dans
I’activitédes préparations de biosurfactant brut est négligée (kosraic et al. 1993). [71]

Le choix de la méthode de récupération d’un biosurfactant particulier, dépends de sa
charge lonique, de sa solubilit¢ dans I’eau ainsi que du fait qu’il soit li¢ a la cellule ou
extracellulaire.

Les méthodes utilisées sont listées dans le tableau au-dessous. Ca comprend 1’extraction
aux Solvants organiques, 1’adsorption suivie d’extraction aux solvants, la précipitation, la
Cristallisation, la centrifugation, le fractionnement de mousse. La majorité des
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biosurfactantsSont secrétés dans le milieu, et isolés apres filtration ou bien suite a une
centrifugation qui Elimine les cellules (kosraic et al. 1993). [71]

Méthodes

a. Extraction a partir d’une fermentation en batch
- Extraction aux solvants

- Cristallisation

- Précipitation au sulfate d’ammonium

- Précipitation acide

- Précipitation éthanol-acide acétique

- Précipitation acétone

b. Extraction a partir d’une fermentation continue
- Centrifugation

- Séparation de mousse et précipitation

- Diafiltration et précipitation

- Adsorption

Tableau 4 : les méthodes communes employées dans la récupération de biosurfactants

Les méthodes discutées au-dessous pour la récupération de biosurfactants sont bien
étudiées Et classiquement utilisées dans le recouvrement de plusieurs produits de la
biotechnologie.

Il est possible d’extraire les glycolipides comme précipités ou cristaux a partir du
surnageant D’une culture de Pseudomonasaeruginosa par addition d’acide suivie d’une
incubation & Basse température. Récemment, les glycolipides produits par une population
microbienne mixte et les rhamnolipides formés par P. aeruginosa et Candida lipolytica ont été
isolés par Acidification du surnageant de la culture puis une extraction aux solvants
organiques tels que Le mélange chloroforme-méthanol ou bien 1’éthyl acétate. (kosraic et al,
1993). [71]

La récupération de plusieurs substances a activité de surface par précipitation été
document¢ dans la littérature. C’est le cas pour la surfactine synthétisée par Bacillus subtilis et
la pseudosurfactine synthétisée par B. lichenoformis. (kosraic et al, 1993)[71]

Role des biosurfactants pour la bactérie :

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 I'eau et le
Substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Fiechter, 1992 ; Mata-Sandoval et al,
2000). [72]

Page 28



Chapitre 2 : les biosurfactants

2-8- Utilisation des biosurfactants :

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non toxiques, biodégradables et peuvent étre
Utilisés dans des conditions extrémes (Banat et al, 2000)[69]. C'est pourquoi ils peuvent étre

Utilisés dans de nombreux domaines. Cependant, il semblerait que les biosurfactants soient
Principalement utilisés par I'industrie pétrochimique (Christofi et Ivshina, 2002)[70]

Fonction Champs d’application

Emulsifiant et dispersant Cosmétiques,
peintures
Solubilisant et micro-emulsions Pharmaceutique, articles de
toilette
Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrie textile,
peinture
Détergent Nettoyants ménagers, produits
de

L’agriculture ou de haute
technologie
Agent moussant Cosmétiques, articles de toilette,
flottation

De minerais
Dispersant Séparation des mélanges goudron/pétrole
ou
Goudron/eau

Aide a la croissance bactérienne Fermentation

Tableau 5 : Utilisations potentielles des biosurfactants

2-9- Application biomédicale et thérapeutique et activité antimicrobienne des
biosurfactants :

Selon Sneha (2012)[71], plusieurs biosurfactants ont montré une action antimicrobienne
contre Des bactéries, des algues, des champignons ainsi que des virus.

Le lipopeptide iturine de Bacillus subtilis avait montré une activité antifongique
L’inactivation de I’enveloppe virale de 1I’herpés et du rétrovirus était observée avec 80 mM of
surfactine (Vollenbroich et al, 1997). [71]

Les Rhamnolipides répriment la croissance d’algues nocives a la floraison des arbres
tels queHeterosigmaakashivo and Protocentrumdentatum a des concentrations variant de 0.4 a
10.0mg/I.

Un meélange de rhamnolipides obtenue de Pseudomonas aeruginosa a montré une
activité  Inhibitrice contre les bacteries Escherichia coli, Micrococcusluteus et
Alcaligenesfaecalis (32 mg/ml), Serratiamarcescens et Mycobacteriumphlei (16mg/ml) ainsi
queStaphylococcusepidermidis (8 mg/ml) en plus d’excellentes propriétés antifongiques
contre Aspergillus niger (16 mg/ml), Chaetoniumglobosum, Penicillium crysogenum,
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Aureobasidiumpullulans (32 mg/ml) et les phyto-pathogénes Botrytis cinerea and
Rhizoctoniasolani(18mg/ml) (Kosaric et Al, 1993).[71]

Les rhamnolipides et sophorolipides ont montré leur efficacité en tant qu’agents antifongiques
contre les phyto-pathogenes des graines. Un surfactant glycolipide de Candida antartica,
montré une activité antimicrobienne particulierement contre les bactéries & Gram positif.
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Conclusion : Les surfactants sont des agents a activité de surface synthétises chimiquement
ou par voie Biologique (biosurfactant). Ces molécules sont principalement produites par des
microorganismes Qui se développent de maniére aérobie dans un milieu contaminé contenant
une ou Plusieurs sources de carbone.

Les biosurfactants constituent une classe de molécules biologiques ayant divers Intéréts dans
plusieurs domaines, allant de [I’industric agro-alimentaire, chimique, cosmétique,
Pharmaceutique...ctc., a I’application dans domaines plus critiques ; biomédicale et
thérapeutique.

Dans notre travail on s’intéresse a la dégradation des pesticides par un biosurfactant produit

par des souches microbiennes.
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Chapitre 3 : partie expérimentale

3-1-introduction :
Notre travail est focalisé sur la production des biosurfactants en utilisant trois souches
bactériennes dans le but de faire la dégradation des pesticides en milieux aqueux.

Mais malheureusement on n’a pas pu arriver a cause de la situation du pays, alors nous allons
parler uniquement sur la production du biosurfactant qu’on a fait.

3-2-materiel et méthodes :
3-2-1-microrganismes utilises :

Dans notre travail nous avons utilisé trois souches connues pour faire la production de
notre biosurfactant

3-2-1-a-pseudomonas aerugenosa ATCC1919 : autrement connu sous le nom de bacille
pyocyanique, bacille du pus bleu ou pyo, est une bactérie gram-négative du genre
Pseudomonas .Les bacilles sont fins, droits et tres mobiles grace a un flagelle polaire :
ciliature mono triche ; dépourvus de spore et de capsule.la culture de cette bactérie sur une
gélose nutritive donne des colonies verte ou un pigment vert avec une odeur piquante.la figure
suivante montre 1’aspect de cette bactérie.

Figure 10 : aspect du Pseudomonas aeruginosaATCC 27853sur GN

3-2-1-b-klebtiellapneumoniae ATCC25922: Le genre klebtiella,de la famille des
entérobactéries ,comporte cing especes dont 1’espéces —type est klebtiellapneumoniae qui est
la plus fréquente des bacteries a gram-négatif .cette bactérie est fréquemment isolée de
I’environnement (eaux usées ,sol,...ext).la culture sur une gélose nutritive donne des colonies
d’aspect muqueux comme le montre la figure suivantes.
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Figurell : aspect de klebtiellapneumoniae ATCC25922

3-2-1-c-souche teste La Marinobacterhydrocarbonoclasticus SdK644 :

La Marinobacterhydrocarbonoclasticus a été isolée d’un milieu marin contaminé par
les hydrocarbures au niveau du port de Khmisti, c’est une bactérie gram-négative en forme de
batonnet,qui n'est Pas capable de sporuler ,extrémement halotolérante ,elle peut pousser dans
un environnement avec une concentration de Na cl de 0,08 a3,5M.les bactéries se développent
habituellement et vivent dans un environnement a une température de 10 a 45 C° et un pH de
6 a9,5.

Figurell : aspect de la Marinobactercarbonohydroclasticus SdK644
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*Réactifs chimiques utilises :

*Appareillage : bain-marie, balance, spectrophotometre UV —visible, autoclave, balance,
agitateur magnétique.

*Verrerie : fioles, béchers, flacons stérilisés,

3-3-Caractérisation de I’échantillon :

Les pesticides utilisé dans notre étude sont des produits fournis par (la direction des foréts, et
la DDA de Médéa), sont les plus utilisés en Algérie.

3-3-1-Metrixon (métribuzine 70%) : Herbicide sous forme de poudre granulée

3-3-2-lazer (lambda-cyhalothrine 5% + pyrimicarbe 1090) : Insecticide sous forme d’une

émulsion.
3-3-3- Acetamipride 20% insecticides Sous forme de poudre.

Les caractéristiques physico-chimiques de ces produits sont présentées dans le (tableau4

Pesticides Metribuzine Lambda-cyhalothrine | Acetamipride
+ pyrimicarbe

La famille Traizines Pyréthrinoides + Néonicotinoides

chimique carbamates

La formule CgH14N4OS g23ﬂ19C_|F3M3 + C10H11CLN4

chimique C11H18N4O»

La masse molaire | 214.3 449.85 + 238.28 222.67

(g /mol)

Solubilité dans 1.05 g/l 3.0ml/l 4.25¢/1

I’eau a 20C°

Longueur d’onde | 295 282.5 244

A (nm)

Tableau 6 : caractéristiques des pesticides utilisés

3-4-Etablissement des courbes d’étalonnages :

Avant d’établir les courbes d’étalonnages du métribuzine 3, lazer et acétamipride par
spectrophotometre, balayage est nécessaire afin de déterminer les longueurs d’ondes
maximales d’adsorption qui sont, 295 nm d’herbicidemétribuzine, et 282.5 nm pour

I’insecticide lazer, et 244 nm pour le pesticide Acétamipride.
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Pour tous les composés étudiés, nous avons procéde la méme méthode qui consiste a préparer
d’abord une solution mére de concentration connue, a partir de laquelle nous préparons par

dilution successives, une série de solutions de concentrations bien déterminées

v" Pour la métribuzine :

concentration {(mg/l) * concentration (mg/l)
0,8
_# 20;0,744
0,7
e — v =0,037x
g 0,6 R2= 0,997
- /
2
5 0,5
=
§ 0,4
=L /
0,3
0,2
*
0,1
o
o] 5 10 15 20 25
concentration (mg/l)

Figure 12 :Courbe d’étalonnage de metrixone

v" Pour lazer :

concentratlon (mg/l) € concentration (mg/l)
—— Linéaire (concentration (mg/l))
0,3
0'25 /‘ 0,2; 0,26
—g 0,2
E 0,15 ¢
S 0,1 /
2
S 0,05
]
< 0 /
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
concentration (ml/1)

Figure 13 :Courbe d’étalonnage de lazer
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v" Pour ’acétamipride :

- @& Concentration mg/I
Concentration mg/' 21k (Concentration mg/1)
0.6
0.5 e 0514 Y =0,026x

> JE
& A R<=0,997
s
< 03
2
< 02
/0436
0.1
0 ‘0/
0 5 10 15 20 25
concentration en mg/I|

Figure 14 : courbe d’étalonnage de 1’acétamipride
3-5- Production du biosurfactant :

3-5-a. Préparation de I’inoculum :

Dans un environnement stérile, et a partir d’une culture sur gélose nutritive on préleve
Une surface d’environ 10 cm?de la meilleure souche productrice sélectionnée, au moyen d’un
Fil a boucle stérilisé et on I’introduit dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml de Bouillon
nutritif préalablement autoclavé.

Ce milieu de culture appelé LB (LuriaBertani) est composé de 10g de peptone ,5g
d’extrait de levure,23g de NaCl, dans un volume de 1000ml. Le pH de cette solution doit étre
égale a 7, alors en utilisant un pH-métre et une solution de NaOH 1M on fait 1’ajustement du
PH a 7 L’étape suivante est de faire la stérilisation ou autoclavage, alors on doit partager les
milieux dans des petits flacons de 200 ml et les introduire dans 1’autoclave comme suit :
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Figurel5 : milieu LB

La stérilisation est faite dans I’autoclave a une température de 120 C° pendant 20 minutes.

Figure 16 : I’autoclave
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Les colonies sélectionnées sont alors introduites dans le milieu LB stérile devant un bec
benzene pour éviter la contamination et incuber les flacons dans une étuve a une température
30 degré pendant 24 heures.

3-5-b-La préparation du milieu minéral MM : ce milieu est préparé selon le tableau
suivant

Composants | Quantité en gramme
Na CI 23

NH,CI 0.4

K;HPO, 0.3

KH,;PO4 0.3

MgCl, 0.33

CaCl, 0.05

HCla35% | 6.7 ml

Tableau 7 : composition du milieu MM

Apres la pesé et sous agitation les composés sont introduits dans 11 d’eau distillée
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Figure 17 : milieu minérale

Ce milieu est supplémenté de 1 ml d’une solution des éléments traces métalliques ou des
oligo-éléments préparé suivant le tableau suivant. Le pH du milieu est ajusté & 7 avec une
solution de soude caustique (NaOH 1M). Afin d’éviter la précipitation des sels apres
autoclavage.

Composants Quantités en mg
FeCl, 1500

CoCl, 190

MnCl, 100

ZnC|2 70

H3BO; 6

MaMoO, 36

Tableau 8 : composition de la solution des oligoéléments
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Figurel8 : solution des oligoéléments

3-5-c- Milieu de production et conditions de culture

La production de biosurfactant s’effectue dans des flacons de 200 ml contenant 100 ml de
milieu MM (dont la composition est donnée dans le tableau précédant) Additionné de 1 %
d’huile d’olive qui a été séparément sterilisee sur filtre seringue de 0.45 um comme seule
source de carbone. Ce milieu est aussi préalablement stérilisé dans 1’autoclave a une
température de 120 c° pendant 20 minutes. Comme le montre la figure suivante.
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Figurel9 : milieu de production

Par la suite on ajoute 2% de I’inoculum bactérien au milieu MM prépare avant. Les cultures
sont maintenues a 30C° sous une agitation de 150tr /min.la production de biosurfactant a été
suivie pendant 3jours. L’incubateur utilisé est donné sur la figure suivante.

Figure20 : incubateur agité
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3-5-d- Evaluation de la production de biosurfactant :

La détection de biosurfactant a été évaluée par plusieurs techniques : tel que test de
déplacement du pétrole par la mesure de diametre de déplacement du pétrole (  DDP),
Mesure de la tension de surface (TS) et ’activité émulsifiante par 1’indice d’émulsification
(E24), Mesure de la densité optique.

Pratiqguement, un volume bien déterminé de la culture bactérienne a été centrifugé a 3900
tr/min. le surnageant. Ainsi récupéré a été filtré sur papier filtre ordinaire (20um de porosite).

3-6-Test de déplacement de pétrole :

Ce test est essentiellement basé sur la caractéristique du biosurfactant a changer I’angle de
contact a l'interface huile-eau. La pression de surface du biosurfactant est capable de déplacer
I'huile. Un volume de 20 pl du pétrole brut est dépos¢ a la surface de 20 ml d’eau distillée
contenue dans une boite de Pétri (90 mm de diameétre). Une fine couche d'huile se forme
immédiatement. Par la suite,10 pl de la solution de 1’échantillon (surnageant filtré de la
culture), sont déposes au centre délicatement, entrainant le déplacement d'huile et la formation

d'un halo clair. Le diamétre ainsi formé est mesuré.

Une goutte du milieu Cercle claire formé par
inoculé ou du surnageant I’activité des surfactants

A

P

Figure 21 : test de déplacement du pétrole.

A-Indice d émulsification: un volume de 4ml de surnageant de culture est mélangé avec 4ml
de substrat hydrophobe (gasoil, pétrole, ext). Et agité au vortex pendant 2mn
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Surnageant
g ———

L La hauteur
d’émulsificatic

—| La hauteur __
totale

Kéroséne __

Figure 22 : indice d’émulsion

Le calcul d’'E24 est effectué selon la relation suivante :
E24 = (he / ht) x 100

he : hauteur de I'émulsion.

ht : hauteur totale du mélange.

B-Détermination de la tension superficielle :

La tension superficielle est définie comme étant un état résultant des interactions s’exergant
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 methode utilisée consiste a prélever un échantillon de culture toutes les 24 heures
et ce pour une durée de3 jours pour le suivi de la tension superficielle. Ce procedé devrait étre

réalisé pour chaque souche bactérienne étudiée.

3-7-Extraction et purification partielle du biosurfactant :

Apres trois jours de culture et lorsque 1’activité de biosurfactant est maximale dans le milieu
(cela est veérifié par un examen rapide avec le test de déplacement de pétrole), le volume entier
de la culture est éliminé de la biomasse par centrifugation a une vitesse de 3900tr/min pendant
30 min suivi par une filtration ordinaire. Le surnageant correspondant au biosurfactant brut est
partiellement purifié selon le protocole suivant :
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*Dans le premier protocole, nous avons tenté de précipiter le biosurfactant par acidification a
pH 2 a I’aide d’une solution de HCL (6M), une conservation a froid a +4C° pendant une nuit
et une centrifugation a vitesse maximale de 3900 tr/min.

*le deuxiéme protocole est I’extraction par 1’acétone. Alors apres une centrifugation a 6000
tr/min le liquide récupéré est précipité par 1’acetone, 3volume d’acétone sur 1 volume du
surnagent sous agitation avec utilisation de la glace a 4C°.Le mélange est refroidi pendant 24
heures en suivi par une centrifugation a 200 tr/min, le solide a été séché dans 1’étuve pendant
48 heures a 37 C°.la poudre est récupérée dans des tubes sec. (Figure30)

Figure 23 : biosurfactant produit

3-8-Résultats et discussion :
3-8-1-Test de déplacement de pétrole :

Le test de déplacement de pétrole testé pour les souches a été déterminé par mesure du
diametre de I, halo clair formé, on remarque que les diamétres pour les 3 souches sont comme
suite :
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*Test de déplacement pour Pseudomonas donne un diamétre de 70 mm comme le montre la
figure 24

Figure : 24

*Test de déplacement de la soucheMarinobacterhydrocarbonoclasticus SdK644est environ
82mm de diamétre

Figure 25 : test de déplacement de laMarinobacterhydrocarbonoclasticusSdK644
3-8-2-L’Indice d’émulsification :
L’indice d’émulcification de la premiere souche a donné le résultat suivant :
v Pour la Marinobacterhydrocarbonoclasticus SdK644 :

E24= (6/8)*100=75%

Page 46



Chapitre 3 : partie expérimentale

v Pour laPseudomonas aeruginosa :
E24= (5.5/8) *100=68%
v Pour la klebtiellapneumoniae

v E24= (3.5/8) *100=44%

Figure26 : E24 de laMarinobacterhydrocarbonoclasticusFigure27 : E24deseudomonas

3-8-3-Mesure de la densité optique de la solution filtré :

En utilisant un spectrophotométre UV-visible nous avons mesuré la densité optique des trois
solutions obtenues apres filtration avant de faire I’extraction du biosurfactant.

La longueur d’onde & (nm)=288 nm avec une absorbance maximale de DO=0.117 de la
solution vierge chaque 12h, mais a cause de non disponibilité de spectrophotometre cette
mesure a été faire apres 72h.

Les densités optiques pour les trois souches utilisées sont comme suite sur le tableau suivant :

Souche bactérienne Densité optique
Marinobacterhydrocarbonoclasticus 0.628

SdK644

Pseudomonas aeruginosa 0.485
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klebtiellapneumoniae 0.428

Tableau 10 : DO des trois souches
3-9-Remarque ou discussion des résultats :

Les résultats obtenus montrent que la souche la plus productrice du biosrfactant est la
MarinobacterhydrocarbonoclasticusSdK644 suivi par la Pseudomonas aeruginosa.

La quantité de biosurfactant requise est donnée sur le tableau suivant :

*Pour la tension superficielle on n’a pas pu la mesurer (non disponibilité de I’appareil au

niveau du hall technologique

Les souches Quantité en gramme ()

-pseudomonasaerugenosa 0.5 g pour 200ml de surnagent

La Marinobacterhydrocarbonoclasticus | 0.9g pour 200ml de surnagent
SdK644

-klebtiellapneumoniae 0.3g pour 100ml de surnagent

Tableau 9 : quantité du biosurfactant en poudre
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Conclusion :

L’objectif de notre travail était 1’¢limination ou la dégradation des pesticides qui est
toxique pour la santé et I’environnement de I’étre humain mais a causes de la situation
sanitaire actuelle on est uniquement arrivé a la production du biosurfactant sans réaliser
I’application qui consiste a préparer des solutions contenant les pesticides utilise a des
concentrations bien définies et suivre leur dégradation en introduisant le biosurfactantproduit
par les souches :pseudomonasaeruginosa , Marinobactercarbonoclasticus SdK644,

Klebtiellapneumoniae.

Des ¢études ont été réalisé par d’autre chercheur sur la production de biosurfactant par la
pseudomonasa titre d’exemple la thése faite par Meriem Boudoune [66], I’étude de la
production de biosurfactant par des bactéries hydrocarbonoclastes a donné une quantité de

2.49/1 de biosurfactant en utilisant huiled’olive et huile de soja comme source de carbone.

Par contre nous avons obtenu une quantité de 2.5 g/l en utilisant uniquement huile

d’olive comme source de carbone avec la mémesouche.

Pour la these de ZinatiBillal [87] la quantité requise de biosurfactant est de 4.93 g/l
produit par la Marinobacterhydrocarbonoclasticus SdK644 en utilisant huiled’olive et huile
de friture et 0.34g/l en utilisant la pseudomonasaeruginosa avec |,huile de friture comme

source de carbone.

La culture de ces trois souches en présencehuiled’olive comme substrat a permis la
production d’une quantité importante de biosurfactant ayant un bon index demulsification.Le
biosurfactant HF644 [87] posséde un bon pouvoir émulsifiant contre I’huile d’olive (E24 =
73%), suivi par 1’essence (E24 = 48%), le pétrole (E24 = 40%) avec la

Marinobactercarbnoclasticus SAK644
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Et notre résultat est E24=75% en utilisant le gasoil et E24=68% pour la
pseudomonasaeruginosa ATCC27853et E24=44% pour la klebtiellapneumoniaeATCC25922.

Un diamétre de déplacement de pétrole (DDP) égal a 5,7 et 4,5 cm pour I’huile d’olive et
I’huile de friture, respectivement pour la Marinobactercarbonoclasticusconcernant lathese de
Zenati ,notre diameétre est de 8.2 cm pour la méme souche et de 7 cm pour la

pseudmonasaeruginosa .

Parmi les applications des biosurfactant est la dégradation des hydrocarbures, et d’autres
produits organique tel que les pesticides qui est 1I’objectif voulu de notre travail mais

malheureusement la situation sanitaire du pays nous a empécher de continuer.
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