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Résumé

Dans le présent travail, nous avons effectué une étude sur l'optimisation des
conditions opératoires et la caractérisation d’un biosurfactant, issu d’'une souche
thermophile, criblée parmi sept souches isolées localement a partir d’un sol sableux
anciennement contaminé par les hydrocarbures de la région de Hassi-Mesaoud (sud
de I'Algérie).

Les résultats obtenus pour la souche performante révelent que : (a) la souche
thermophile Nij a montré une capacité productrice importante de biosurfactant traduit
par la faible valeur de la tension de surface (30 dyn/cm), (b) I'huile de moteur (2 %,
v/v) présente la meilleure source de carbone, (c) le biosurfactant de la souche Nij
détient des propriétés tensioactives intéressantes; il est tres stable thermiquement
dans une large gamme de température [4 a 100 °C], (d) finalement, I'étude
phénotypique a montré que la souche Nij est affilée a I'espéce Bacille sporulé.

Mots clés: bactérie thermophile, biosurfactant, optimisation, caractérisation, Bacille
sporulé.

Abstract

In this work, we conducted a study on the optimization and characterization of a
biosurfactant, from a thermophilic strain, screened from seven strains isolated locally
from a sandy soil previously contaminated by oil from the region Hassi Mesaoud
(south of Algeria).

The results obtained for the effective strain show that: (a) the thermophilic strain Nij
showed significant productive capacity of biosurfactant translates the low value of the
surface tension (30 dyn / cm), (b) engine oil (2%, v / v) has the best carbon source,
(c) the biosurfactant of the strain has Nij interesting surface active properties; it is
thermally stable in a very wide temperature range [4 to 100 ° C], (d) finally, the
phenotypic study showed that the strain is Nij row to the species Bacille sporulated
Keywords: thermophilic bacteria, biosurfactant, optimization, characterization,

Bacille sporulated.
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Introduction générale

Introduction générale

La plupart des surfactants disponibles sur le marché sont d'origine chimique dont ils
présentent un risque pour la santé humaine et I'environnement & cause de leur toxicité
(Vilpulanan dan et Ren (2000). C'est pour cette raison que les recherches scientifiques
s’orientent vers les surfactants biologiques, notamment produits par des microorganismes,
appelés biosurfactants. Ces derniers possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs
homologues chimiques, mais ont l'avantage d'étre biodégradables, non toxiques et sont
également efficaces dans des conditions extrémes (températures, pH et salinité) (Banat et al.,
2000).

Les sites contaminés par les hydrocarbures sont des biotopes prometteurs pour isoler
des microorganismes ayant une capacité productrice élevée de biosurfactants. A cet effet une
collection des souches bactériennes, isolées a partir d’'un sol algérien contaminé par le pétrole
brut et qui ont déja montré des aptitudes a dégrader le pétrole et certains composés
aromatiques, a été mise sur place afin d'investir sur le plan de la recherche appliquée dans le
domaine de la biotechnologie environnementale et industrielle, trés particulierement dans les

formulations pharmaceutiques.

Le présent travail a pour objectif (1) d'étudier le criblage des souches bactériennes
productrices de biosurfactants et (2) la production et la caractérisation d'un biosurfactant
produit par une souche thermophile. Des principaux facteurs affectant la production et la
caractérisation de biosurfactant ont été étudiés a savoir : la nature de la souche, la nature et la
concentration de la source de carbone et, la stabilité physicochimique de biosurfactant

(température, pH et salinité).

Ce mémoire se subdivise en trois parties : La premiére représente une analyse de la
littérature scientifique ou sont exposées les données relatives aux biosurfactants et leurs
différentes applications industrielles. La seconde partie, est réservée a la présentation de la
meéthodologie 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 générale.
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1°® PARTIE : LES TENSIOACTIFS.

.1 les tensioactifs

[.1.1. Introduction

Durant les années 20 et 30, les développements en chimie ont permis des
progrés dans le domaine des tensioactifs et des détergents en augmentant le
nombre de familles de matériaux utilisables. Tres importants aux niveaux
économique et commercial, mais aussi les applications aussi diverses que les
produits pharmaceutiques et la récupération du pétrole brut qui ont accentué la
nécessité de compréhension et de manipulations d'interfaces par le biais de I'action

de tensioactifs. Vipulanandan C. et Ren X., (2000)

[.1.2. Description

Les tensioactifs ou agents de surface sont des molécules synthétiques ou
naturelles possédant une chaine a caractere lipophile (ou queue hydrophobe) liée a
un groupement a caractere hydrophile (appelée téte polaire) comme illustré sur la
Figure 1.1. Ces molécules constituées de deux parties d’affinité opposée sont dites

amphiphiles. (Tensamani K. R,2007)

téte polaire

\

queue lipophile

Figure I.1 : Structure simplifiée d’un tensioactif.

Leur structure particuliere permet aux agents de surface de se concentrer :
e aux interfaces liquide-liquide a cause de I'amphiphilie qui les caractérise.

Chaque groupement se dirige vers le liquide pour lequel il a le plus d’affinité.
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e aux interfaces liquide-gaz et liquide-solide, le liquide repoussant vers

I'extérieur les groupements qui ont une affinité opposée.

L’ambivalence de la structure et la diversité des propriétés d'usage des
tensioactifs font partie depuis 1950 de notre quotidien : tantdt comme matieres
actives pour notre hygiene corporelle, pour le nettoyage de nos vétements et notre
vaisselle, tantdt comme auxiliaire de formulation dans la fabrication du textile et des
fibres, des peintures et plastiques, dans l'industrie du papier, des pesticides et dans
d’autres secteurs variés, entre autres du cuir, de la métallurgie et pour la formulation
des engrais Schorsch G.2008 Leur intérét intrinseque, leur large production et leurs
applications justifient la recherche sans cesse croissante de nouvelles structures,
propriétés et performances, ainsi qu’une conscience accrue de leur impact sur
'environnement (procédés de synthése a écotoxité réduite, tensioactifs

biodégradables, ...) (Noiret N., Benvegnu T. and Plusquellec D. 2002)

[.1.3. Les différentes classes de tensioactifs

Il existe différentes classifications possibles des tensioactifs. lls peuvent étre classés
en fonction :
» de la nature de leur téte polaire (non ionique, anionique, cationique ou

amphotére)

[.1.3.1. Les tensioactifs anioniques :

Les tensioactifs anioniques possédent un ou plusieurs groupes fonctionnels.
Ces composés sont les plus utilisés a I'échelle industrielle, on les retrouve
principalement dans les produits cosmétiques comme le savon, les shampooings et
les gels de douche, lls ont un fort pouvoir moussant et émulsionnant, mais leur
efficacité diminue en eau dure. lls peuvent étre subdivisés en trois principaux
groupes (Larpent C, 1993):

- les savons dont la partie hydrophile est un sel de sodium ou de

potassium d'un acide carboxylique. lls sont obtenus par saponification des

triglycérides d’origine animale ou végétale Figure 1.2

-
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ONa
+

Figure 1.2 : Exemple de savon a base d’acide I'aurique.

les composés sulfonés de formule générale RSO*Na’ qui constituent la
matiére premiére tensioactive la plus utlisée dans les formulations
détergentes. Les plus connus sont les alkylbenbéne sulfonates linéaires ou
ramifiés. lls entrent dans la composition des pesticides en améliorant

I'efficacité de traitement de lavage de sol Figure 1.3. (Wang P. 2009)

SO;

Figure 1.3 : Exemple de tensioactif anionique sulfoné : alkyl benzéne sulfonate.

Les composés sulfatés proviennent de la sulfatation d’'un alcool Figure
I.4. Leur intérét résulte dans la possibilité de synthétiser une large
gamme de molécules a I'hydrophobicité variable. La plus connue est le
dodécylsulfate de sodium (SDS) dérivée du dodécanol. lls ont un pouvoir
moussant trés élevé, mis a profit dans la préparation des shampoings et

des bains moussants.

-
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NANANANA W

Figure 1.4 : Exemple de tensioactif sulfate : le dodecyle sulfate de sodium.

1.1.3.2. Les tensioactifs cationiques :

Les tensioactifs cationiques sont caractérisés par une partie hydrophile
chargée positivement. Le plus souvent ce sont des sels d’ammonium quaternaire

triméthylés ou des sels de pyridinium Figure I.5. (E. Jungerman ) :

| )
ASNANNANNANY B ANAAAAAAN
B
| \/
HTAB (bromure d'hexatriméthylammonium) HPCI (chlorure d'hexadécyl pyridinium)

Figure 1.5 : Exemple de tensioactifs cationiques : le HTAB et le HPC.

D'un point de vue industriel, leur fabrication se fait a partir d'un acide gras sur

lequel on opere les transformations décrites ci-dessous Figure 1.6 :

R , R
0 0 ‘-\ RN\ I/R R I
r{ —= rA{ —» Re=N—> RCHAH, —» i — T — \f}wHR‘
OH NH_T_ Rr Rl R‘
acide amide nitrile amine [**©
amine [lrr aming [[Jare ammonium [Vare

Figure 1.6 : Enchainement de réactions permettant d’obtenir un tensioactif

ammonium guaternaire.
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De nombreuses réactions chimiques étant nécessaires pour obtenir cette
famille de tensioactifs, leur colt de fabrication est nettement plus élevé. C'est
principalement pour cette raison qu'ils ne sont utilisés que dans le cas ou on ne peut

les substituer par des composés anioniques ou non ioniques.

1.1.3.3. Les tensioactifs zwitterioniques :

Les tensioactifs zwitterioniques, ou amphotéres, possedent sur la partie
hydrophile a la fois une charge positive et une charge négative Figure 1.7. Ce type
de tensioactifs peut alors aisément devenir cationique ou anionique selon le pH de la
solution dans laquelle ils sont solubilisés. Cette structure dipolaire s'apparente a celle
des phospholipides naturels et conduit a une famille de produits généralement non

irritants et peu agressifs sur le plan biologique.

; . 00
LNININISNASEND
NoASO, W
sulfobétaine e

carboxybétaine

Figure 1.7 : Exemples de tensioactifs zwitterioniques : la sulfobétaine et la

caboxybétaine.
1.1.3.4. Les tensioactifs non ioniques :

Les tensioactifs non ioniques (M.J. Schick,1988) constituent la classe la plus
récente de surfactants. C'est la société Dupont de Nemours qui a produit dans les
années apres-guerre les polyoxyéthylenes (POE) issus de la polymérisation d'unités
oxyde d'éthylene sur des alcools gras Figure 1.8. De faible codt, ils sont rapidement
utilisés pour leurs performances tensioactives a faible concentration. Peu moussants

ils rentrent dans la composition des lessives.

<!
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To™™
Figure 1.8 : Exemple de polyoxyéthyléne POE.

Le tableau ci-dessus indique les différents tensioactifs en fonction de la nature de

leur téte polaire.

Tableau 1.1 : Classification des tensioactifs en fonction de la nature de leur téte

polaire. (Noiret and al. 2002)

Exemples de tensioactifs Principales propriétés et applications
savons (RCOO) '
o agents nettoyants (détergents)
Anioniques carboxylates (RCO;)
agents moussants
sulfonates (RSOy)
éthoxylates émulsifiants
Non :
. polyols mouillants
1oniques
alkylpolyglucosides (APG) non irritants (produits de soin de la peau)
amines (R;NH") adoucissants textiles
Cationiques ammoniums quaternaires (R4N") émulsionnants, bactéricides
esters d’ammonium quaternaire shampoings
. moussants
_ betaines _
Amphoteéres o détergents
phospholipides

peu irritants (hygiéne corporelle)

» de la longueur de la partie lipophile qui permet de classer les tensioactifs en
agents mouillants (Cg -Cip), détergents (Ci,-Ci6), €mulsionnants ou
adoucissants (C;g-C,,) (Noiret and al. 2002).

» de leur origine, naturelle ou synthétique.
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[.1.3.5. Les tensioactifs naturels :

Le terme de tensioactif naturel est ambigu. Pris au sens strict, un tensioactif
naturel est issu de ressources naturelles. Cette source peut étre d’origine animale ou
végetale.

Les termes de tensioactif naturel et de biotensioactif sont donc souvent
utilisés dans un sens plus large. En effet, les tensioactifs synthétisés a partir de
matiére premiere naturelle sont généralement qualifies de naturels. Ainsi un
tensioactif dont 'une de ses parties, hydrophobe ou hydrophile, est obtenue a partir
d’'une source naturelle est appelé tensioactif naturel ou biotensioactif. Par la suite,

ces termes seront utilisés au sens large (Noiret and al. 2002)

Les principaux tensioactifs naturels commercialisés sont soit dérivés de
polyols comme les alkylpolyglucosides (APG), les sucroesters et les alkylglucamides
Figure 1.9; soit dérivés d’acides aminés. Les tensioactifs dérivés de polyol sont non

ioniques, contrairement aux dérivés d’acides aminés.

0

R 0 OH  OH JL
0
HO /L OH HO 0 C'11H!11'I
Ho X HO

HO CH

N OH OH HO

Caller OCH,

alkylglucoside alkylglucamide ester de glucose

Figure 1.9 : Exemples de tensioactifs a base de polyols.
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1.1.4. Applications

» Les tensioactifs sont parfois classés selon la fonction qu’ils remplissent(
wikipidia):

Les détergents. Les détergents sont des tensioactifs aptes a enlever des salissures

sur un support solide. Leur pouvoir détersif découle essentiellement de leur

pouvoir solubilisant et dispersant. lls ont souvent des valeurs HLB (Balance

hydrophile lipophile) comprises entre 13 et 15.

e Les agents de solubilisation. A tres faible concentration, les tensioactifs
forment des solutions vraies dans une phase aqueuse. Lorsque leur
concentration dépasse une certaine valeur (la concentration micellaire
critique, CMC), les molécules tensioactives se regroupent en micelles.
Par ce biais, certains tensioactifs font passer en « solution » des
substances normalement insolubles dans le solvant utilisé en les insérant
dans les micelles. Les agents de solubilisation ont souvent une HLB comprise
entre 18 et 20.

e Les agents moussants. La formation de mousse, dispersion d’un volume
important de gaz dans un faible volume de liquide, requiert la présence
de tensioactifs qui s’adsorbent a [linterface eau-air. Les agents
moussants ont souvent une HLB comprise entre 3 et 8.

e 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 solideliquide, les agents mouillants permettent un plus grand
étalement du liquide. Les agents mouillants ont généralement une HLB
comprise entre 6 et 8.

e Les agents dispersants. lls permettent de créer une dispersion en
prévenant la floculation des particules.

e Les agents émulsifiants. lls facilitent la formation d’'une émulsion entre

deux liquides non miscibles.

» Les tensioactifs peuvent aussi étre classés suivant le secteur ou ils sont utilisés :

e Traitement du cuir.

-
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e Synthese et formulation de matieres plastiques.

e Nettoyage et dégraissage des matériaux.

e Extraction des minerais.

e Formulation des peintures et vernis.

e Opérations de l'industrie pétroliére.

e Formulation de produits phytosanitaires et d’engrais.

e Traitement du textile.
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.2 Les biosurfactants

[.2.1. Introduction

Les tensioactifs sont des molécules capables de s’accumuler a l'interface
entre deux phases non miscibles comme I'huile et I'eau, tout en réduisant la tension
de surface, et par conséquent, ils permettent a celles-ci de se mélanger et de
s’interagir plus facilement (Banat et al., 2000 ; West et Harwell, 1992).

En 2001, toutes les applications des tensioactifs représentent, a travers le
monde, une consommation de 11 millions de tonnes par an. La plupart des
surfactants disponibles sur le marché sont d’origine chimique et sont des produits
dérivés du pétrole. lIs présentent un risque pour la santé publique et I'environnement,
car ils sont généralement toxiques et non biodégradables (Vilpulanandan et Ren,
2000). C’est pour cette raison que les recherches scientifiques s’orientent depuis
plusieurs années vers les tensioactifs biologiques, produits notamment par
microorganismes, appelés biosurfactants. Ces derniers ont un nombre illimité
d'utilisations qu’implique chaque industrie et chaque aspect de la vie, ils sont utilisés
dans les industries: pétroliere, pharmaceutique, d’hygiéne, cosmétique, ciment,
agroalimentaire, textiles, peinture, détergents et nettoyage, etc. (Banat et al., 2000;
Desai et Banat, 1997).

[.2.2. 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 possedent une charge positive ; les
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anioniques, agents de surface possédant un ou plusieurs groupes fonctionnels
s'ionisant en solution aqueuse pour donner des ions chargés négativement ; les non
ioniques, sans charge 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 qu'espece anionique, cationique ou neutre
(WEST et HARWELL, 1992).

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

[.2.3. Classification

Les biosurfactants sont classés suivant la nature biochimique du surfactant
produit par le micro-organisme. La revue bibliographique révéle que la majorité des
biosurfactants produits sont de type anionique ou non ionique (DESAI et BANAT,
1997). Il existe peu de structures cationiques (Mulligan C.N, (2005)): 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. On distingue cinq grandes classes de
biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides, les phospholipides, les
liposaccharides et les lipides neutres (Healy M.G., Devine C.M. et Murphy R,
(1996)).

1.2.3.1. Les glycolipides
Sont constitués de glucides en combinaison avec une longue chaine d'acides

aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques. Les glycolipides les plus étudiés sont

les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides.

1.2.3.2. Les lipopeptides

Sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptidique. Les lipides

d'ornitine sont les plus connus.




Chapitre I : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.2.3.3. Les phospholipides

Sont formés de groupements alcool, phosphate et de chaine lipidique et
indigue bien que présents dans tous les microorganismes, il y a peu d'exemples de

production extracellulaire.

1.2.3.4. Les lipopolysaccharides ou polymériques

Sont constitués d'une ou plusieurs unités saccharides et d'acides gras.

1.2.3.5. Les acides gras et lipides neutres

Sont les biosurfactants possédant la masse molaire la plus élevée.
On note que les biosurfactants de types glycolipides et phospholipides sont les plus

connus et les plus étudiés.

|.2.4. Production de biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes,
notamment les bactéries, se développant de maniere aérobie dans un milieu aqueux
contenant une ou plusieurs sources de carbone. Le Tableau 1.2 rassemble quelques

microorganismes producteurs de biosurfactants.

Le principal role physiologique du biosurfactant est de permettre aux
microorganismes de se développer sur des substrats insolubles en réduisant la
tension interfaciale entre l'eau et le substrat, rendant ce dernier plus facilement

accessible (Makkar et Cameotra, 2002).

Les bactéries utilisées pour produire de biosurfactants sont en général issues
de sols contaminés par des composés insolubles (hydrocarbures). Elles sont donc
isolées de leur milieu naturel et sont cultivées en laboratoire. Ceci permet de

sélectionner les souches productrices de biosurfactants et d'optimiser les parametres

¢
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abiotiques influencant la production (sources de carbone et d'azote, température,

salinité, pH, ...).

Tableau 1.2 : Principaux microorganismes producteurs de biosurfactants (Desai et
Banat, 1997).

Microorganisme

Type de biosurfactant

Torulopsis bombicola
Pseudomonas aeruginosa

Bacillus licheniformis
Pseudomonas sp. DMS 2847
Bacillus subtilis

Arthrobacter paraffineus
Arthrobacter

Pseudomonas flurescens
Pseudmonas sp. MUB

Torulopsis petrophilum

Candida tropicalis
Corynebacterium lepus
Acinetobacter sp.

Acinetobacter calcoaceticus Rag-1
Acinetobacter calcoaceticus 2CAC
Candida lipolytica

Candida petrophilum

erythropolis Rhodococcus
eryithropolis Nocardia
Corynebacterium salvonicum SFC

Corynebacterium hydrocarboclastus

Glycolipides
Glycolipides
Lipoprotéines
Lipoprotéines
Glycolipides
Glycolipides de sucrose et de fructose
Glycolipides
Lipides de rhamnose
Lipides de rhamnose
Glycolipides et/ou protéines
Acides gras complexes Polysaccharides
Acides de corynomycoliques
Acides gras, mono et diglycérides
Lipoheteropolysaccharide, (Emulsane)
Cellules entieres (lipopeptide)
Liposane (hydrate de carbone)
Peptidolipides
Lipides neutres
Dimycolates de Tréhalose

Lipides neutres

complexe de Polysaccharides-protéines

1.2.4.1. 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

0
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hydrocarbures. Ces microorganismes sont en général des levures, des champignons

ou des bactéries.

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 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. Par exemple dans le
cas du biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas aeruginosa UG2, on
obtient un mélange de quatre rhamnolipides (VAN DYKE et al, 1993).
Bien que de nombreuses especes produisent des biosurfactants, la régulation de
leur synthese est encore mal connue, sauf pour les souches de Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtilis qui sont actuellement les bactéries les plus étudiées
(BANAT et al., 2000). La biosynthese 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 (THANGAMANI et SHREVE, 1994).

1.2.4.2. Méthodes de criblage des souches productrices de biosurfactants :

La production du biosurfactant est estimée par plusieurs méthodes : test
d’hydrophobicité de la surface cellulaire, test de déplacement d’huile, I'activité

hémolytique et mesure de la tension de surface.
a. Test d’hydrophobicité de la surface cellulaire

L’hydrophobicit¢é de la surface cellulaire est un facteur important pour prédire
I’adhésion des microorganismes aux surfaces hydrophobes (hydrocarbures). Le caractére
hydrophobe de la surface externe des cellules microbiennes pourrait étre utilisé pour mesurer
le potentiel de I’affinité¢ des cellules pour les substrats hydrophobes. Si I’hydrophobicité
cellulaire est élevée, les microorganismes ont plus de chance d’adhérer aux gouttelettes

d’huile, et par suite en améliorant leurs pouvoir biodégradatif des hydrocarbures. (Pruthi et

s
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Cameotra ,1997) ont trouvé une corrélation directe entre I’hydrophobicité de la surface

cellulaire et la production de biosurfactant.

D’apres les études de (Lee et Yii ,1996), il est permis de dire qu’une bactérie est
hydrophobe quand le pourcentage d’adhésion est supérieur a 50%, hydrophile quand ce
pourcentage est inférieur a 20% et moyennement hydrophobe quand le pourcentage est entre

ces deux valeurs.
b. Activité hémolytique

L’hémolyse sur gélose au sang a ¢été largement utilisée pour le criblage de bactéries
productrices de biosurfactants. Cette technique a été découverte par Bernheimer et Avigad
(Cameotra et Makkar, 1998), elle a été déja utilisée pour quantifier la surfactine (Lang et
Waullbrandt, 1999) et les rhamnolipides (Gabet, 2004).

c. Tension de surface

Le phénomeéne de tension de surface peut étre expliqué en termes d’énergie,
c’est une mesure de I'énergie libre de surface par unité de surface nécessaire pour
apporter une molécule au sein d’'une phase a la surface. Augmenter la surface d’un
liquide colte de I'énergie, pour minimiser cette derniére, la plupart des liquides
prennent la forme de la plus petite de surface. Car c'est la forme sphérique qui
présente la surface la plus petite par rapport aux autres formes de volumes, en effet,

la tension de surface est donnée par la relation suivante :

(cW * Nw = pL)
oL =
(NL * pw)

o, est la tension superficielle du liquide, ow est la tension superficielle de I'eau, N_
est le nombre de gouttes de liquide, N,, est le nombre de gouttes de I'eau, p. est la
densité du liquide, pw est la densité de I'eau.

Le criblage des microorganismes producteurs de biosurfactants repose sur la
mesure de tension superficielle du milieu de croissance, un bon biosurfactant

entraine une réduction minimale de la tension superficielle.

-
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1.2.4.3. Paramétres influencgant 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.).

a. 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 I'eau (glycérol, glucose, mannitol ou éthanol) sont
utilisées pour produire des rhamnolipides. Cependant, les rendements semblent étre
inférieurs & 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).

b. Influence de l'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 l'azote était
en quantité limitante. L'azote peut étre apporté sous différentes formes selon les
bactéries productrices (LANG et WULLBRANDT, 1999).

Pour avoir des rendements de production optimum, il est donc nécessaire
d'avoir un rapport C/N idéal, et surtout que l'azote soit un facteur limitant (stress)

pour favoriser la production de biosurfactant (GABET, 2004).

c. Influence du pH

Arino et al.indiquent que 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 biosurfactant qui chute rapidement. D’autres souches comme

.
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Norcardia corynbacteroidessont inaffectées par des pH varient de 6.5 a 8.0 (DESAI
et BANAT, 1997). (Ishigami et al(1987)), ont montré que suivant le pH, les
rhamnolipides produits avaient une structure différente et s’organisent difféeremment.
Par exemple, a un pH de 5.5 la structure était de forme lamellaire alors qu’a des pH

supérieurs, des vésicules étaient formées (Chompion J.T; Gilkey (1995)).

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
(GUERRA SANTOS et al, 1986).

e. Influence de I'oxygéne

La disponibilité de I'oxygene peut également affecter la production a travers son
effet sur I'activité cellulaire ou la croissance (GABET, 2004).

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).

[.2.4.4. 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 par
exemple). La récupération 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, etc. ou des technigues reposant sur

-
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la précipitation du biosurfactant. Ces extractions peuvent étre réalisées directement

ou apres sédimentation des cellules productrices (DESAI et BANAT, 1997).

[.2.5. Propriétés physico-chimiques des biosurfactants :

Les biosurfactants ont de meilleures propriétés moussantes et une plus grande
sélectivité. lls sont moins sensibles aux environnements extrémes comme la
température, le pH et la salinité. Ils sont biodégradables et non ou peu toxiques ce

qui rend leurs applications environnementales intéressantes.

a. Reéduction des tensions superficielle et interfaciale

Les biosurfactants diminuent considérablement les deux tensions. Un bon
biosurfactant peut diminuer la tension de surface (TS) de I'eau de 72 a 35 mN/m et la

tension interfaciale (T1) eau/hexadécane de 40 a 1 mN/m (Mulligan, 2005).

b. Biodégradabilité

Contrairement aux tensioactifs synthétiques, les biosurfactants sont des

composeés facilement biodégradables (Mulligan, 2005 ; Mohan et al, 2006).

c. Faible toxicité

Bien que peu de données sont disponibles dans la littérature concernant la
toxicité des surfactants microbiens, ils sont généralement considérés comme des
produits peu ou non-toxiques et par conséquent, ils sont appropriés pour des usages

pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires et environnementaux.

Il est a noter que la toxicité dépend de la structure des surfactants et non pas de leur
origine. En générale, la toxicité est corrélée avec la chaine grasse hydrophobe de
surfactant ; plus la chaine grasse est longue, plus I'hydrophobicité est élevée et par

suite le tensioactif est plus toxique.

d. Pouvoir émulsifiant

.
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Les biosurfactants peuvent stabiliser (émulsifiants) ou déstabiliser de I'émulsion
(d’émulsifiants). Les biosurfactants a haut poids moléculaire sont en général mieux
que ceux a faible poids moléculaire. A titre d’exemple, les Sophorolipides de
Torulopsis bombicola ont montré leur capacité a réduire les tensions de surface et
interfaciale, mais ils ne sont pas de bons émulsifiants (Cooper et Paddock, 1983).
Par contre, le liposane a montré une faible réduction de la tension de surface, mais il
est utilisé avec succés pour émulsionner les huiles comestibles (Cirigliano et
Carman, 1985).

e. Activité biologique

Plusieurs biosurfactants ont montré une activité contre les bactéries,
champignons, algues et virus. D'autres utilisations médicalement appropriées des
biosurfactants incluent leur rbéle en tant qu'agents anti-adhésifs aux microbes
pathogénes, les rendant utiles pour traiter beaucoup de maladies et en tant
gu'agents thérapeutiques et probiotique. Un biosurfactant de glycolipide, a exercé
I'inhibition de croissance et la différentiation en induisant des activités contre des
variétés de cellules humaines de leucémie directement affecté par la transduction
intracellulaire (Zhao et al, 2010).

L’étude de I'activité antimicrobienne de biosurfactant produit par bacillus subtillis
R14 contre 29 contraintes bactériennes a démontré que les lipopeptides ont un large
spectre d'action, y compris l'activité antimicrobienne contre des micro-organismes
avec des profils résistants de multi-drogue (Tabatabaee et al, 2005). Le
biosurfactant (nature lipopeptidique) produit par la Staphyloccocus sp. 1E a monté
une activité bactéricide contre les bactéries Staphylococcus aureus (3,374 mg/ml),
Escherichia coli, (6,75 mg/ml) Pseudomonas aeruginosa (6,75 mg/ml) et Bacillus
subtilis (3,374 mg/ml), en revanche, aucune activité fongique n’a été observée contre
la souche Aspergillus niger (Eddouaouda et al. 2012). Les rhamnolipides inhibent la
croissance des especes nuisibles de bloom algale (Heterosigma akashivo et
Protocentrum dentatum) pour des concentrations variant de 0,4 a 10 mg/l (Wang et
al, 2005).

.
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f. Concentration Micellaire Critique (CMC)

La CMC est définie comme étant la concentration au-dela de laquelle les
molécules de tensioactifs s’associent et s’arrangent sous forme d’agrégats
particuliers appelés micelles (Desai et al, 1994). En effet, dans les micelles, les
parties hydrophobes se regroupent vers le centre, et les portions hydrophiles restent
en contact avec I'eau Figure 1.10. La CMC peut également étre définie comme étant
la concentration pour laquelle la tension superficielle devient minimale. La CMC d'un
biosurfactant varie avec sa structure, la température de la solution, la présence

d'électrolytes ou de composés organiques (Abouseoud et al, 2008).
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Figure 1.10 : Variation de la tension interfaciale, de la tension de surface et la
solubilité en fonction de la concentration du biosurfactant (Abouseoud et al,
2008).

[.2.6. Identification des biosurfactants

Une fois les produits (biosurfactants) sont purifiés, il faut déterminer leur
structure. Parmi les différentes analyses qualitatives on utilise le plus frequemment :
e La spectrométrie d’adsorption en lumiere ultra-violette et visible (UV-Vis) qui
détecte la présence de chromophore (spoechner et al. 1999).
e La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine les groupements fonctionnels
(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 I'analyse

élémentaire de la molécule (Daniels et al, 1999).

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

[.2.7. Avantage des biosurfactants

Les biosurfactants possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs
homologues chimiques, mais ils ont plusieurs avantages :
»= Bonne stabilité thermique et chimique : pH (2-10), salinité (jusqu’a 30%) et de

température (jusqu’a 100 °C),

= Biocompatibilité et la digestibilité : application dans les cosmétiques, les

produits pharmaceutiques et les additifs alimentaires fonctionnels,
= Caractéristiques écologiques : biodégradables et non toxiques,
= Temps de stockage long,

= Production a partir des déchets industriels (substrat effluents des huileries,
graisse animale, lactosérum, déchets riches en amidon, ...) en diminuant

leur effet polluant et conduisant a une réduction du colt de production.

Les applications potentielles des biosurfactants sont : 'émulsion, la séparation de
phases, la mouillabilité, la formation de mousses, la solubilisation, I'inhibition de la
corrosion, la diminution de la viscosité, antiadhésive contre plusieurs
microorganismes pathogenes. En outre, ils possedent des propriétés
antimicrobiennes, antitumeur et antimycoplasique. lls peuvent étre utilisés dans de
nombreux domaines comme agricoles, de nourriture, cosmétiques, pharmaceutiques
(Hirata et al., 2009 ; Velikonja J. and Kosaric, 1993; Asci et al., 2010).
Récemment, les biosurfactants ont suscité beaucoup d'attention dans des criteres de

nanobiotechnologie (Joshi et al, 2007).

[.2.8. Biosurfactants dans I'industrie pharmaceutique

1.2.8.1. Principaux constituants des préparations pharmaceutiques :

-
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Devant la diversité des préparations pharmaceutiques existant sur le marché et les
caractéristiques esthétiques qu'on leur demande, l'industrie chimique est obligée de produire
une grande variété de matériaux de base qui peuvent étre utilisés pour la formulation de ces

préparations. Des principaux constituants les plus utilisés sont :

a. Constituants huileux

- Huiles Minérales, Vaselines et Cires Minérales,
- Huiles et Graisses Végétales et Animales.

- Cires Animales et Végétales.

- Alcools Gras et Stérols

- Huiles et Cires de Silicones

b. Eau et constituants polaires

lls sont utilisés pour la préparation de produits sans huile, ainsi que dans les
formulations contenant plus ou moins de composants apolaires : eau, alcools, Agents

viscosants (mucilages, alginates, les dérivés de la cellulose, gélatine et bentonite).

c. Agents tensioactifs

Par la diversité de leurs fonctions, ils sont des constituants de premiére importance

dans l'industrie pharmaceutique.

1.2.8.2. Implications biologiques de l'utilisation des tensioactifs chimiques :

Les tensioactifs sont des substances chimiques qui peuvent interagir avec
des membranes cellulaires, pouvant produire des effets indésirables. lls peuvent
altérer leur perméabilité et leur intégrité et par conséquent le processus de transport
des solutés au travers de ces membranes. Ce processus semble dépendre
d'interactions complexes avec les protéines de la paroi cellulaire et de la

solubilisation de certains composeés lipidiques.

En ce qui concerne [I'épiderme, ils peuvent réduire son contenu en

substances hydrosolubles et hygroscopiques, et aussi en lipides, altérant sa capacité

-
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naturelle a retenir I'eau, réduisant sa flexibilité et son élasticité et produisant une

peau réche et séche.

lls peuvent également augmenter la perméabilité de I'épiderme en dénaturant
les protéines de la couche cornée et faciliter la diffusion de molécules polaires dans
I'épiderme. lls sont aussi capables de modifier le métabolisme de I'épiderme, tant des
lipides (réduisant la synthése des phospholipides) que des acides nucléiques et
nucléotides, et de réduire son activité respiratoire (Attwood et Florence, 1983).
C’est pour cette raison, qu'on s’oriente vers l'augmentation importante de la

production des biotensioactifs.

1.2.8.3. Applications des biosurfactants dans I'industrie pharmaceutique :

Les applications des biosurfactants les plus significatifs ont été étudiés dans
la bioremédiation des sites contaminés par les hydrocarbures (Zhang et al, 2010).
En outre de tous ces avantages, les biosurfactants ont un grand nombre de
bioactivités : empécher la croissance bactérienne (Inoh et al, 2001), inhiber la
croissance de tumeur, c’est un antibiotique, il a les effets sur la migration des
neutrophiles humaines, I'activité anti-asthme, il aide dans la digestion de nourriture
(Kitamato et al, 2002), inhibe la synthése de paroi cellulaire et ils ont les propriétés
fongicides (Rodrigues et al, 2006b).

[.2.9. Conclusion

Les composés tensio-actifs chimiquement synthétisés sont employés
couramment dans les industries alimentaires pharmaceutiques, cosmétiques, de
pétrole, etc. Cependant, avec les avantages de la biodégradabilité, la non toxicité et
de la production sur des substrats de ressource renouvelable, les biosurfactants

peuvent remplacer les agents tensioactifs qui sont chimiqguement synthétisées.

.
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CONCLUSION GENERALE

Conclusion générale

L'objectif de ce travail était d’étudier la capacité des souches bactériennes
thermophiles, isolées a partir de sols contaminés par le pétrole brut de la région Hassi-

Messouad, de produire de biosurfactants en vue d’une application pharmaceutique.

Les résultats obtenus ont révélé que : Parmi les sept souches testées, une seule
souche Nij montré une capacité productrice de biosurfactant remarquable traduit par la faible
valeur de la tension de surface. Le pétrole brut (2%, v/v) comme source de carbone et NH,4CI
(4%, m/v) comme source d’azote présentes des bonnes sources pour la souche NIJ et cette

derniere souche a été choisie comme performante.

La cinétique de dégradation de production maximale du biosurfactant a été obtenue
apres 40h a 25°C, avec une tension superficielle minimale de 30 dyn/cm et un indice

d'émulsification égale a 80%.

Les résultats obtenus sur les caractéristiques physicochimiques et structurales de
biosurfactant issu de la souche thermophile Nij ont montré que : le biosurfactant détient des
propriétés tensioactives intéressantes; il est tres stable thermiquement dans une large gamme
de température [4 a 100 °C], il présente une trés bonne résistance dans les milieux acide et

basique [pH = 2 a 12], également, il est efficace dans les milieux trés salés (jusqu’a 65 mg/l).
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ANNEXE N°1

Listes Matériels utilisés :

Incubateur (SHIKER VWR) : c’est un incubateur électrique qui fonctionne sous

agitation continue avec une température maximale de 65 °C.
Etuve : appareil de séchage de température maximale de 120°C.

pH-metre : de type INOLAB muni d’'une cellule WTW Sen Tix 41 qui peut
mesurer le pH de 1 a 14 a une température de 0 & 80°C.

Autoclave : C’est un autoclave électrique permettant de stériliser, par utilisation

de la chaleur et de la vapeur d'eau sous pression.

Tensiometre (a anneau)-KRUSS K6 : pour mesurer la tension superficielle.
Plaque chauffante agitateur : pour chauffer et agiter les milieux préparer.
Bec —benzen : utilisée pour stérilisation la zone de milieux.

Spectrophotométre FTIR-8400 : c’est un spectrophotométre infra rouge a
transformée de Fourier (FTIR) adapté aux mesures des bandes d’absorption
entre 400 et 4000 cm™, de type SHIMADZU-Japon.

Microscope optique-OPTECN : centrifugeuse : de type LM 312.06.DB 005001,
NertZ : 230 V/50 Hz/2.8 kw.

Secoueur vortex : utilisé pour agitation du tube a essai ( calcule E24)

Incubateur : utilisé pour le développement des souches a 37°C et 42°C, de type
LABCO.

Balance : pour peser le produit chimique.



ANNEXE N°2

Caractéristigues du biotope utilisé pour l'isolement des souches productrices

de biosurfactants

Echantillon 01 02 03
N° Puits OMOZ Puits OMKZ Puits
Parameétres H#HAT2 #32 OMKZ#502
COT (%) 2,30 7,1 3,5
Nt ( %0 ) 0,42 1,18 0,51
COT/N+ 54,7 60,1 68,6
HPT (g/kg du sol) 27,83 59,07 36,05
Conductivité (mS/cm) 17,32 13,06 13,95
pH (1: 2,5) H,O 7,50 7,57 7,25

COT: Carbone Organique Total ; Nt : Azote total Kjeldahl

HTP : Hydrocarbures Pétroliers Totaux

- Sol non salin CE< 2
- Sol Iégerement salin 2 <CE< 3
- Sol salin 3 <CE< 5

- Sol trés salin 9 <CE< 16
- Sol extrémement salé CE >16

Le biotope utilisé pour la sélection des hydrocarbonoclastes peut étre classé
comme sol trés salin. Cela est justifié par la composition chimique des fluides de

forage contenant une quantité importante de sels notamment le KCI.



ANNEXE N°3

Isolement des souches bactériennes

L’isolement est basé sur la capacité des souches a croitre sur le pétrole brut
(mesurer la densité optique a 600 nm). En effet, les tests de biodégradation ont été
réalisés dans des flacons de 200 ml contenant 50 ml de milieu de culture (MP), 2%
(p/v) de sol contaminé par le pétrole brut et 2% (v/v) de pétrole brut comme source
de carbone et d'énergie. L'incubation a été réalisée a 45°C sous une agitation de 200

tr/min

Afin d’obtenir une culture microbienne active, des repiquages successifs ont été
effectués toutes les 48 h dans un milieu neuf. La croissance bactérienne a été suivie

par:

v'L’observation microscopique a I'aide d’un microscope optique a contraste de
phase (Olympus BX50).

v'La mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a été effectuée a I'aide d’'un

spectrophotometre.

v'Le suivi de la disparition de la couche huileuse du pétrole durant la
période d’incubation qui est réalisée par l'observation visuelle permet

d’évaluer la dégradation du pétrole.



ANNEXE N°4
* Réactifs utilisés

Réactif

Forme chimique Pureté Origine
Chlorure d’Ammoniac NH,CI 98% Riedel-de Haen
Nitrate d’Ammoniac NH4NO3 98% Riedel-de Haen
Dihydrogéno Phosphate
de Potassium KH2PO4 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Cuivre CuSOq, 98% Riedel-de Haen
Hydroxyde de Sodium NaOH 98% Riedel-de Haen
Heptane C/Hss - Riedel-de Haen
Gasoil / 98% Riedel-de Haen
Chlorure de Calcium CacCl, 98% Riedel-de Haen
Acétone C3HegO 99% Fluka
Kéroséne / 99% Fluka
Dihydrogéno Phosphate
de Sodium Na;HPO4 98% Fluka
Chlorure de sodium NacCl 99.9% Nen Tech LTD
Huile d’olive / 100% Algérie
Pétrole brut - 100% hassi-Massoud
Glucose CesH1206 99% Sigma
Acide chlorhydrique HCI 35.5% Riedel-de Haen
Hexadecane Ci6Hza 99% Prolabo
Nitrate de Sodium NaNO3 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Zinc hydraté ZnS04.7H,0 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Fer hydraté FeS0,4.7H,0 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Magnésium MgS0O,4.7H,0 98% Riedel-de Haen
Chlorure de Cobalt CoCl.6H,0 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Manganése MnS0,4.4H,0 98% Riedel-de Haen
Sulfate de Nickel NiSO4.H,O 98% Riedel-de Haen
Acide Borique H3zBO3 98% Riedel-de Haen



ANNEXE N°5

Tensiometre manuelle de Kriss

Le tensiometre Kriss a tous les avantages pour une détermination rapide et
simple de la tension superficielle des liquides, le principe de mesure est basée sur la
méthode de I'anneau.

Dans la méthode de l'anneau le liquide est amené vers la sonde jusqu’a la
détection de contact avec la surface. L’échantillon est alors de nouveau déplace,
dans la direction opposée cette fois, conduisant a I'étirement d'un film au-dessous de

'anneau.



ANNEXE N°6

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR:
Fourier Transformedinfra Red spectroscopy) EST basée sur I'absorption
d'un rayonnement infrarouge par le matériau.Analysé. Elle permet via la
détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, D’effectuer
l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau.Lorsque la
longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, cette derniere va absorber le
rayonnement et on enregistrera une diminution de [lintensité réfléchie ou
transmise. Le domaine infrarouge entre4000 cm™ et 400 cm™ (2.5 — 25 pm)
correspond au domaine d'énergie de vibration des molécules.

Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a une absorption, cela va
dépendre aussi de la géométrie de la molécule et en particulier de sa
symeétrie. Pour une géométrie donnée on peut déterminer les modes de
vibration actifs en infrarouge grace a la Théorie des Groupes. La position de
ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence
d'électronégativité des atomes et de leur masse.

Par conséquent a un matériau de composition chimique et de
structure donnée va correspondre un ensemble de bandes d'absorption
caractéristiques permettant d'identifier le matériau.

L'analyse s'effectue a l'aide d'un spectroméetre a transformée de
Fourier qui envoie sur ['échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les
longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe et les intensités de
I'absorption.

Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé vers l'interférométre
de Michelson qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence
différente. Dans linterféeromeétre le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La
moitié du faisceau est alors dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la
séparatrice et est dirigé sur le miroir mobile. Quand les deux faisceaux se
recombinent, des interférences destructives ou constructives apparaissent en

fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi des



deux miroirs vers I'échantillon, ou des absorptions interviennent. Le faisceau arrive

ensuite sur le détecteur pour étre transformé en signal électrique.

Le signal du détecteur apparait comme un interférogramme, c'est a dire une
signature de l'intensité en fonction de la position du miroir. L'interférogramme est la
somme de toutes les fréequences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite
converti en un spectre infrarouge par une opération mathématique appelée

transformée de Fourier.



ANNEXE N°7

L’activité inhibitrice contre 'espéce bactrienne cultivée.




