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Abstract

In our work, we conducted a study to produce a biosurfactant with a hyper power of

solubilization of oil and hydrocarbons contaminating the soil, this biomolecule was derived
from a bacterial strain isolated from a marine sediment contaminated by hydrocarbons (
fishing port of Khemisti, wilaya of Tipaza). Olive oil and ammonium nitrate are used as the
sole source of carbon and nitrogen respectively for production in aerobiosis and under
agitation in batch mode at 30°C. The BS7 biosurfactant production evaluation parameters are
- oil displacement diameter (PDD), surface tension (TS) and emulsification index (E24%).
The results obtained after three days of incubation are : a DDP =8 cm, a TS = 28.36 mN/m
and an E24 = 75%. We recovered the biosurfactant by two methods one is acid precipitation
followed by liquid-liquid extraction by ethyl acetate and the other is cold ethanol
precipitation, we obtained crude biosurfactant characterized by an extraction yield equal to
1g.L-1 and 1.29.L-1 respectively from two extraction methods. We characterized our
biosurfactant BS7 by Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy, the observed bands
and peaks suggested the glycolipid nature of BS7.
The essential step in our work is the incorporation of biosurfactant BS7 in an environmental
application, precisely in the remobilization of oil contaminating the ground, the work has
been done and the results are promising from the preliminary study with an elimination of
86% engine oil contaminating the sand compared to distilled water which only removed
30.34% of the contaminant. According to these remarkable results, the crude biosurfactant
was applied to a Saharan soil in the Hassi Messaoud region actually contaminated by
hydrocarbons, the results of FTIR on the treated soil show a remobilization of petroleum
identified by the vibrations of the C-H bonds of the groups methylenes and methyls,
quantification by gas chromatography coupled mass spectrometer GC/MS confirmed the
previous results and that the biosurfactant of strain S7 showed a remobilization efficiency of
hydrocarbons 1.3 times greater than the chemical surfactant (Tween 80). In this respect, the
use of S7 biosurfactant in the environmental field is certainly promising.

Keywords: Biosurfactants — Production — Remobilization — petroleum — Characterization



Résumé

Dans notre travail, nous avons mené une étude pour produire un biosurfactant avec un hyper
pouvoir de solubilisation de pétrole et hydrocarbures contaminant les sols, cette biomolécule a été issue
d’une souche bactérienne isolée a partir d'un sédiment marin contaminé par les hydrocarbures (port de
péche de Khemisti, wilaya de Tipaza). L huile d’olive et le nitrate d’ammonium sont Utilisés comme
seule source de carbone et d’azote, respectivement pour la production en aérobiose et sous agitation en
mode batch a 30 °C. Les paramétres d’évaluation de production de biosurfactant BS7 sont : le diamétre
du déplacement de pétrole (DDP), la tension superficielle (TS) et I'indice d’émulsification (E24%). Les
résultats obtenus apres trois jours d’incubation sont : un DDP =8 ¢cm, un TS = 28.36 mN/m et un E24 =
75%. Nous avons récupéré le biosurfactant par deux méthodes, la premiére est la précipitation d’acide
suivie d’une extraction liquide-liquide par I’acétate d’éthyle et la deuxieme est la précipitation par
I’éthanol a froid, nous avons obtenu un biosurfactant brut caractérisé par un rendement d’extraction égale
algltet 12 gL? respectivement, de deux méthodes d’extraction. Nous avons caractérisé notre
biosurfactant BS7 par spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR), les bandes et les pics
observes ont suggéré la nature glycolipidique de BS7.
L’étape primordiale dans notre travail est I’incorporation de biosurfactant BS7 dans une application
environnementale, précisement dans la remobilisation de pétrole contaminant le sol, le travail a été fait et
les résultats sont prometteuses des 1’étude préliminaire avec une élimination de 86% d’huile de moteur
contaminant le sable en comparaison avec 1’eau distillée qui n’a éliminé que 30.34 % de contaminant.
D’apres ces remarquables résultats on a appliqué le biosurfactant brut sur un sol saharien de la région de
Hassi Messaoud contaminé par les hydrocarbures réellement, les résultats de FTIR sur le sol traité
montrent une remobilisation de pétrole identifés par les vibrations des liaisons C-H des groupements
méthylénes et méthyles, la quantification par chromatographie gazeuse couplée spectrométre de masse
GCI/MS a confirmé les résultats précédents et que le biosurfactant de la souche S7 a montré une
efficacité de remobilisation des hydrocarbures de 1,3 fois supérieure au surfactant chimique (Tween 80).
A cet égard, I'utilisation de biosurfactant de S7 dans le domaine environnemental est certainement
prometteuse.

Mots clés : Biosurfactants — Production — Remobilisation — Pétrole — Caractérisation
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INTRODUCTION GENERALE

Au cours des dernieres décennies, les chercheurs se sont fortement intéressés aux

biosurfactants qui sont des agents tensioactifs produits par des microorganismes tels que les
bactéries, les champignons et les levures. Ces substances, eégalement appelées tensioactifs
biologiques, présentent des propriétés similaires a celles de leurs homologues chimiques, mais
avec l'avantage d'étre non toxiques, biodégradables et plus stable [1].
La production de biosurfactants se fait principalement a partir de bactéries isolées dans
différents environnements comme le sol, I'eau, les sédiments marins et les champs pétroliers.
Les microorganismes y compris les bactéries marines sont bien connus pour leurs propriétés
métaboliques et fonctionnelles uniques ; cependant, plusieurs rapports scientifiques sont
disponibles a ce jour concernant leurs potentiels de productions de biosurfactants [2].

Ces biomolécules peuvent étre obtenues a partir de divers substrats, ce qui leur confére des
structures chimiques variées, leurs propriétés essentielles résident dans leur capacité a
s'adsorber aux interfaces, ce qui favorise la dispersion et le mouillage ; de plus, ils réduisent la
tension superficielle et forment des micelles, ce qui les rend efficaces pour la solubilisation et
la microémulsification.

Les biosurfactants occupent une place importante au sein de la biotechnologie, ils ont un large
éventail d’application dans diverses industries : pétroliere, alimentaire, cosmétique,
pharmaceutique, de la détergence, du textile, de la peinture, des mines et de la
nanotechnologie [3]. Actuellement, l'industrie pétroliere est le principal marché pour les
biosurfactants, notamment pour la récupération des résidus petroliers, le nettoyage des
déversements de pétrole et la restauration des sols et des eaux contaminées par les
hydrocarbures. Les biosurfactants jouent un r6le clé dans la dispersion des huiles et
hydrocarbures en cas de pollution, ce qui facilite leur élimination et rendre leur
biodégradation plus rapide et plus efficace.

L'objectif principal de notre travail est de produire un biosurfactant a fort potentiel de
solubilisation en utilisant une souche bactérienne isolée localement, hyperproductrice de
biosurfactant ; par la suite une application sera envisagée pour remobiliser les hydrocarbures
présents dans un sol Saharien des zones pétrolieres dans le sud Algérien. Cette approche vise
a améliorer I'efficacité de I’élimination les hydrocarbures et & promouvoir la bioremédiation
de maniére durable, en particulier dans la région de Hassi Messaoud fortement polluée.

Ce mémoire de fin d’études est divisé en deux parties. La premiére est réservée pour une
synthése bibliographique sur la pollution des sols, les biosurfactants et leurs applications dans
différents domaines. La deuxiéme partie présente le matériel, les méthodes utilisées et les
résultats obtenus de production de biosurfactant et leur incorporation dans la remobilisation
de pétrole, et nous avons finalisé le mémoire par une conclusion et des perspectives cléturant
ce travail de la recherche appliquée.
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Introduction

La contamination des sols par les hydrocarbures cause d'importants problémes écologiques et
sociaux [4]. Elle est majoritairement localisée [5]. La connaissance de ces contaminants et de
leur comportement dans le sol est essentielle a I'élaboration de stratégies d'assainissement et
de dépollution.

I. Le sol : Systeme polyphasique :

Le sol peut étre défini comme la couche supérieure de la crote terrestre, qui est constituée de
particules minérales, de matiére organique, d'eau, d'air et d'organismes. Du point de vue de la
pédologie, le sol représente la partie des formations naturelles superficielles qui subit des
processus pédologiques et des changements dans sa composition chimique et sa constitution
minéralogique. Le sol est le résultat de I'évolution de la roche mére sous-jacente, transformée
en surface par différents facteurs tels que le climat, la nature de la roche et l'activité
biologique [6].

Le sol est un systeme complexe et hétérogéne. Il se compose d'une phase solide, qui
comprend les particules du sol, d'une phase liquide, représentée par I'eau du sol (pouvant
contenir de nombreux composés et particules), et d'une phase gazeuse, constituée de l'air
emprisonné dans le sol [6].

Les deux fractions qui jouent un réle principal dans la sorption des HAP sont :

La fraction minérale du sol : est principalement constituée de minéraux primaires
tels que le quartz, les feldspaths et les micas, ainsi que de minéraux secondaires,
d'oxydes métalliques et d'argiles [7]. En général, cette fraction joue un réle négligeable
dans la sorption des HAP, sauf lorsque la teneur en carbone organique du sol est faible

[8].

La fraction organique du sol: est principalement composée de cellulose,
d'hémicellulose, de lignine et de tanins, qui proviennent principalement de la
décomposition de la matiére organique. Cette matiére organique (MO) contient
également de petites quantités de protéines, de fragments d’hydrates de carbone, ainsi
que des composés aminés, phénoliques ou aromatiques produits par l'activité
biologique [9]. D'autres types de molécules, comme les acides gras, peuvent
également étre présents dans la matiére organique du sol, étant incorporés dans la
matrice organique par estérification [10].

I.1 Les caractéristiques physiques du sol saharien :

Le sol saharien présente des caractéristiques physiques distinctives en raison de son
environnement aride et désertique. Voici quelques caractéristiques physiques couramment
observées :
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Texture : Les sols sahariens sont généralement caractérisés par une texture sableuse a
trés sableuse en raison de la prédominance de particules de sable. Cela est dd a I'érosion
éolienne qui transporte et dépose les particules de sable sur de vastes étendues [11].

Drainage : Les sols sahariens ont tendance a avoir un drainage rapide en raison de leur
faible capacité de rétention d'eau. La faible pluviométrie et I'évaporation élevée dans les
régions désertiques entrainent un drainage rapide de I'eau dans les profondeurs du sol
[12]

Profondeur : La profondeur des sols sahariens est souvent limitée en raison de
I'accumulation de sable et de la présence de couches dures ou de roches sous-jacentes.
Cela peut limiter la pénétration des racines des plantes et la disponibilité des nutriments
[13]

- pH : Les sols sahariens ont souvent un pH élevé, généralement alcalin, en raison de la
présence de sels minéraux tels que le carbonate de calcium. Cela peut influencer la
disponibilité des nutriments et la croissance des plantes [14].

1.2 Structure et nature du sol :

Il est crucial de comprendre la composition et les caractéristiques d'un sol donné afin
d'appliquer des bioprocédés appropriés [15].

Chaque sol possede des facteurs spécifiques tels que la taille des pores, ainsi que les
propriétés de l'eau et de I'air a l'intérieur de ces pores [16].

Les particules élémentaires du sol sont généralement liées les unes aux autres par des forces
électrostatiques, formant des agrégats de différentes tailles qui sont regroupés en unités
structurales du sol. Ces agrégats ont tendance a réduire indirectement I'activité microbienne
dans le sol en ralentissant la diffusion de I'oxygéne et des nutriments a l'intérieur de l'unité
structurale, et en offrant une protection mécanique aux substrats qu'ils renferment [16].

1.3 Pollution du sol :

La pollution du sol est un probleme environnemental majeur causé par l'introduction
de substances nocives dans le sol, provenant de diverses sources telles que l'industrie,
I'agriculture intensive, les decharges de déchets et les déversements accidentels. [17].

Cela peut entrainer une contamination étendue et durable, compromettant la productivité des
sols agricoles, la qualité de I'eau potable et la santé des écosystémes terrestres et aquatiques.
[18] [19].

La remédiation des sols pollués est complexe et nécessite des méthodes adaptées aux
caracteéristiques spécifiques du sol et des polluants présents. [20].

Des réglementations strictes et des pratiques de gestion durables sont essentielles pour
prévenir la pollution du sol et réduire son impact. [21]. Les hydrocarbures sont l'une des
formes de pollution les plus courantes dans les sols. Ils proviennent généralement de sources
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telles que les déversements d'huiles et de carburants, les activités industrielles ou les accidents
impliquant des produits pétroliers. Les hydrocarbures peuvent étre présents sous forme de
liquides, de gaz ou de solides, et ils peuvent avoir des impacts significatifs sur
I'environnement et la santé humaine.[22].

1.3.1 Définition des sites pollues :

Un site contaminé (pollués) est un lieu ou on trouve l'accumulation de déchets anciens
ou de l'infiltration de polluants, provoque une pollution susceptible d'entrainer des dommages
ou un danger permanent pour les personnes ou l'environnement. Dans ces endroits, la
pollution est concentrée, c'est-a-dire. Concentration souvent élevée sur une petite surface.
Ceci est différent du chargement diffus, comme les pratiques agricoles ou les dépots
atmosphériques. [23].

On parle de zone contaminée si la contamination est localisée et de sol contaminé si la
contamination s'étend sur plusieurs kilomeétres [23]. Aprés Suter et al.(2000), Les parametres
utilisés dans I'évaluation des risques ne sont pas les mémes dans ces deux situations [24].

1.3.2 Polluants du sol :

La pollution des sols se produit lorsque des polluants provenant de sources détectables
pénétrent dans le sol, entrainant une augmentation de leurs concentrations initiales [25]. Un
sol est considéré comme contaminé lorsqu'une substance potentiellement dangereuse y est
présente, indépendamment de sa concentration [26].

L'environnement contient une variété de polluants tels que les métaux lourds, les
hydrocarbures, les HAP, les pesticides, et d'autres encore [27] [28].

L'introduction de ces substances dans le sol peut représenter un risque pour les micro-
organismes, les plantes, les animaux et les étres humains. Le comportement des polluants
dans le sol est influencé par leurs propriétés, comme leur dégradabilité chimique ou
biologique [29] [30].

Les hydrocarbures sont impliqués dans de nombreux cas de contamination des sols (80 cas),
et ils ont tendance a s'accumuler en raison de leur faible solubilité [31].

En raison de leur classification en tant que produits chimiques dangereux, les hydrocarbures
de type essence ou solvant peuvent provoquer des explosions ou des incendies s'ils
s'accumulent [32].

1.4 Pollution du sol par les hydrocarbures :

La contamination des sols par les hydrocarbures est répandue dans le monde en raison de
I'utilisation intensive du pétrole comme principale source d'énergie [33].
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Selon (Koller ,2004)[32], les hydrocarbures sont une source d'énergie cruciale pour
I'économie depuis la révolution industrielle. Ce sont des ressources naturelles non
renouvelables, ils sont considérés comme une source majeure de pollution organique des sols
en raison de leur utilisation massive sur une longue période.

La pollution des sols par ces substances est causée par le rejet volontaire ou involontaire de
produits pétroliers. 1l désigne a la fois la pollution chimique et la pollution organique. Elle
peut étre sporadique, caractérisee par une forte teneur en hydrocarbures due a l'utilisation de
ces produits (environ 70 ans dans certains cas) [34], ou diffuse, du fait de la dégradation et de
I'accumulation d'hydrocarbures. Sur de grandes surfaces (cas des dépdts atmosphériques de
HAP) [35].

1.4.1 Comportement des hydrocarbures dans le sol :

Le comportement des polluants dans le sol est déterminé par des propriétés telles que la
dégradabilité chimique ou biologique [36]. Selon Koller (2004) [32], La voie des
hydrocarbures dans le sol dépend de plusieurs parametres, notamment la teneur en eau du
milieu, la végétation, la température, les propriétés du sol, ainsi que la viscosité et la
complexité du melange[37].
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Figure 1.1 : Processus influencant le devenir des polluants dans le sol.

e Volatilisation

La volatilisation est le processus par lequel les hydrocarbures se transforment en phase
gazeuse et s'échappent dans I'atmosphére. Ce processus dépend de la pression de vapeur des
hydrocarbures et des caractéristiques du sol, telles que la texture et I'numidité. Les sols
sableux, avec de plus grands pores, peuvent favoriser une plus grande volatilisation des
hydrocarbures que les sols argileux [38].

e Solubilisation
La solubilisation des hydrocarbures dans le sol dépend de leur nature chimique, des

caracteristiques du sol et des conditions environnementales. [39].
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Cela peut avoir des implications environnementales significatives, car les hydrocarbures
solubles peuvent se propager et contaminer les eaux souterraines et les écosystémes
aquatiques [40].

Differents facteurs influencent ce processus, et des recherches sont menees pour mieux
comprendre ces interactions dans différents contextes [41].

e Adsorption

L’adsorption est la propriété de certains corps solides de retenir les molécules d’autres
corps a leur surface. La quantité d’hydrocarbures adsorbés est fortement liée aux propriétés du
sol et a I’hydrophobicité du composé. Plus I’humidité est importante plus la quantité de pores
occupés par la phase aqueuse est grande, et donc plus le volume de pores disponible pour
retenir les hydrocarbures contenus dans le sol est faible.

Le degré d’adsorption est directement li¢ au contenu en carbone organique du sol ; plus le
milieu est riche en matiére organique, plus il est favorable aux mécanismes de 1’adsorption)
[42].

e Dégradation

La dégradation des hydrocarbures dans le sol est réalisée par des micro-organismes qui
transforment les hydrocarbures en composés moins toxiques. Ce processus est influencé par
divers facteurs environnementaux et peut prendre du temps. Comprendre et favoriser la
dégradation des hydrocarbures dans le sol est essentiel pour minimiser I'impact
environnemental des contaminations hydrocarburées [43].

1.4.2. Sources de pollution des sols par les hydrocarbures :

La pollution des sols par les hydrocarbures est principalement causée par des déversements
accidentels, des activités industrielles, des activités agricoles et des activités de construction et
de développement urbain [44].

Ces sources de pollution entrainent la contamination directe des sols par les hydrocarbures, ce
qui peut avoir des consequences graves sur I'environnement et la santé humaine [45].

La prévention de la pollution des sols par les hydrocarbures nécessite la mise en place de
mesures de controle et de bonnes pratiques dans divers secteurs, ainsi qu'une gestion
appropriée des hydrocarbures pour réduire les risques de contamination. [46].
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Tableau 1.1 : Typologie simplifiée des principaux agents de contamination [47]

Famille de Principales propriétes Exemples Activités généralisées
polluants
-Plus légers que 1I’eau -Essences -Stations-service
_Biodégradables -Gazole -Dépots de stockage
) -Fioul domestique | -Installations de
Hydrocarbures -Solubilite variable transport
-Carburants
-\Volatils aviation (Oléoducs, fer, route,
. voie maritime
. . -Pétrole brut )
-Viscosité variable —
-Raffineries
-Naphta
-Adsorption variable
-solvants
-Densité variable (en -Fiouls lourds -Chaudieres
énéral plus lourds que industrielles
general p a -Goudrons de
L'cau) pétrole -Centrales thermiques
-Peu biodégradables .
- Créosotes _
-Peu solubles . . -Usines a gaz
-Certaines huiles
Hydrocarbures Peu volatils de ineri
lourds -Raffineries
-Visqueux coupes . .
a P -Traitement du bois
-Adsorption forte
-Usinage des métaux
-Goudrons de houille
-Denses -Nombreuses -Traitement de surface
formules dont les
-Peu biodégradables plus courantes -Ateliers mécaniques
Sont :
- Relativement solubles | Tce TCA. PCE -Industries
Hydrocarbures ’ ’ ’
halogenes -Volatils Chloroforme. | -Nettoyage a sec
aliphatiques
-Fluides

-Adsorption faible
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I.5. Le pétrole brut :

Le pétrole brut est une ressource d'origine fossile composée d'un mélange complexe
d’hydrocarbures. [48]. Il est extrait du sous-sol et transformé en divers produits pétroliers par
le biais du raffinage. [49]. Son utilisation peut avoir des impacts environnementaux, tels que
la contamination des écosystéemes marins et la contribution aux gaz a effet de serre. (National
Research Council. 2003)[50]. Des mesures de prévention, de controle et de gestion des risques
sont nécessaires pour atténuer ces impacts [51].

Les méthodes et processus de raffinerie de pétrole donnent des produits comme
l'essence, le diesel, le carburéacteur, 1’asphalte, la cire, 1’huile lubrifiante, le goudron, le
kéroséne et le gaz de pétrole liquéfié [52].

La formation et la migration du pétrole

Remontée naturelle
des fluides en surface (1)

Roche couverture

Gaz/pétrole
—

Eau
2 km

Roche réservoir
3 km

Roche mére

Figure 1.2: Formation et migration du pétrole.

1.5.1. Classification du pétrole brut :

Le pétrole brut est un mélange complexe d’hydrocarbures et de pétrole brut collecté

dans différents réservoirs, qui est trés difféerent dans sa composition et ses propriétés
physiques [51]
Le pétrole et les hydrocarbures peuvent étre divisés en quatre catégories : aliphatiques,
aromatiques, asphalténes et résines. Les hydrocarbures varient dans leur sensibilité aux
attaques microbiennes et été auparavant généralement classés dans I’ordre suivant de
sensibilité décroissante : n-alcanes, alcanes ramifiés, aromatiques. Par poids moléculaire,
alcanes cycliques, composés aromatiques de haut poids moléculaire [52].
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1.5.1.1. Hydrocarbures saturés :

Les hydrocarbures saturés sont des composés constitués d’atomes de carbone et
d’hydrogene reliés uniquement par liaison simple, ils peuvent former des chaines droites ou
ramifiées environ 25 atomes de carbone ou moins. Facilement biodégradable, bien que leur
biodégradabilité diminue avec la longueur de la chaine [53]

Les alcanes linéaires : (n-alcanes, CnH2n+2), dont la longueur de chaine varie de 7 a 40
atomes de carbone, constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40 % des
hydrocarbures totaux d'un brut pétrolier).

Les alcanes ramifiés : les plus courants sont les isoalcanes (groupe méthyle en position 2),
d’autres composés antibranchés (groupement méthyle en position 3) ou polyramifiés comme
les isoprénoides (exemple : pristane, phytane) sont beaucoup moins abondants. Ces composés
sont présents dans le pétrole a peu prés dans la méme proportion que les nalcanes [53].

Les Cycloalcanes : contiennent des composés cycliques (5 ou 6 atomes de carbone) saturés et
le plus souvent substitués. Il existe également un certain nombre de dérivés polycycliques et
certains d’entre eux, tels que les stéranes et les triterpenes, sont typiques du pétrole brut. Ce
groupe peut représenter 30 a 40 % du total des hydrocarbures dans le pétrole brut [53].

1.5.1.2 Hydrocarbures aromatiques :
Ce sont des composes formés de cycles de 6 atomes de carbone reliés par des doubles
liaisons :

Les _mono-aromatiques : Ce groupe d’hydrocarbures comprend le complexe BTEX :
Benzéne, Toluéne, Ethylbenzéne et Xyléne. Ces composants sont volatils et facilement
biodégradables méme avec des chaines latérales attachées. Ils sont trés toxiques pour les
organismes aquatiques.

Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) : peuvent représenter jusqu’a 60 % du
pétrole brut. Les composés HAP de faible poids moleculaire (1 a 3 cycles) représentent 90%
des hydrocarbures aromatiques présents dans le pétrole brut.

Ces composés ont plusieurs anneaux et ceux qui ont au moins 4 anneaux sont plus résistants a
la biodégradation. Ils sont sensibles a la photooxydation et sont considérés comme des
polluants prioritaires par I’USEPA (United States Environnemental Protection Agency).

1.5.1.3 Composés polaires :
Les composés polaires correspondent a des molécules hétérocycliques telles que : les
composés oxydés (phénols, acides carboxyliques, alcools, aldéhydes, etc.), les composés
soufrés (mercaptans, sulfures, disulfures, etc.) et les composés azotés (pyridines, quinoléines,
etc) [54].
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Résines : Les résines sont des composés tres polaires en raison de leurs propriétés adhésives
du pétrole et ayant un caractere aromatique trés distinct. Ils sont solubles dans les solvants
organiques tels que le n-heptane.

Asphalténes : Composés polaires responsables de la viscosité et de la haute densité de
pétrole. les_asphaltenes et les résines peuvent également étre complexés avec des métaux
lourds, par example :le nickel et le vanadium, que I’on trouve généralement en petites
quantités dans le pétrole [55].

1.5.2 Les propriétés physiques du pétrole :
e Densité

La densité de I'nuile dépend de la densité de ses particules et détermine la flottabilité.
Presque tous les hydrocarbures liquides sont plus légers que l'eau. Le « grade API »
(American Petroleum Institute) est une unité de mesure utilisée dans le systeme anglo-saxon
pour mesurer la masse volumique d'un liquide, notamment du pétrole. En général, on parle de
pétrole brut lourd avec un API inférieur a 20°, ou I'API est en moyenne de 20 a 30° et la
lumiere est éteinte, mais ces limites varient d'un pays a l'autre [54].

e Viscosité

La viscosité mesure la résistance du liquide a I'écoulement [56] et donc sa vitesse de
dégradation dans le milieu marin. Son unité de mesure est le centistoke (Cst). Elle diminue
avec l'augmentation de la température [56] et augmente avec I'évaporation des composés
volatils, I'oxydation photochimique et surtout la formation d'émulsions inverses qui modifient
le comportement initial du produit [54].

e Solubilite

Donne une idée de la capacité d'une molécule organique a se dissoudre dans I'eau. Elle est de
I'ordre de : ug/1 (faible solubilité) ; mg/l (solubilité moyenne); g/l (haute solubilité).

En général, la solubilité des composes HAP est faible, 30 mg/l pour les composés légers et
10 mg/I pour les composés plus lourds [57][58].

1.5.3 Les propriétés chimiques du pétrole :

Instabilité chimique : Le pétrole est sujet a la degradation chimique en raison de la présence
de composés réactifs tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) [59].

Réactivité avec I'oxygene : Le pétrole réagit avec I'oxygene de l'air, ce qui peut entrainer la
formation de composés oxydés tels que les peroxydes, les aldéhydes, les cétones et les acides
carboxyliques [60].
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Solubilité : Le pétrole est insoluble dans I'eau, mais il est soluble dans les solvants organiques
tels que I'nexane, le tétrachlorure de carbone et le benzene [61].

Réactivité avec les métaux : Les composés presents dans le pétrole, tels que les asphalténes
et les résines, peuvent former des complexes avec les métaux lourds tels que le nickel et le
vanadium [55].

Réactivité avec les micro-organismes : Certains micro-organismes, tels que les bactéries et
les champignons, peuvent dégrader certains composés du pétrole par des processus de
biodégradation [62].

1.6 Impacts des hydrocarbures :

Le sol joue un role essentiel en tant que support pour les animaux, les plantes terrestres
et les étres humains, et toute forme de pollution du sol aura des répercussions sur la flore, la
faune et I'humanité elle-méme [63].

Les hydrocarbures sont des substances chimiques organiques dangereuses, et certains de leurs
effets toxiques, tels que leur potentiel cancérigene, génotoxique, mutagene ou tératogene, sont
bien connus. Ils représentent donc une menace pour la santé publique [64].

L'impact de la pollution dépend du type d'hydrocarbures, de la durée de contact, de la
quantité et surtout du niveau de toxicité. Les hydrocarbures Iégers sont plus toxiques que les
hydrocarbures lourds, et ils sont généeralement présents en plus grande quantité dans les
déversements d'’hydrocarbures [65].

1.6.1. Impacts sur les proprietés physiques du sol :

Les hydrocarbures présents dans le sol peuvent avoir divers impacts sur ses propriétés
physiques. Ils peuvent entrainer la compaction du sol, réduire sa perméabilité a I'eau et a l'air,
altérer sa structure agrégée, réduire sa fertilité et modifier sa capacité a retenir I'eau [66].

Ces effets dépendent de la concentration des hydrocarbures, de la durée de la contamination,
des caractéristiques du sol et des conditions environnementales [67].

1.6.2. Impacts sur les propriétés chimiques du sol :

Les hydrocarbures présents dans le sol peuvent avoir plusieurs impacts sur ses propriétés
chimiques. lls peuvent modifier le pH du sol, contaminer les éléments nutritifs, réduire la
capacité d'échange cationique, altérer la composition chimique du sol et étre toxiques pour les
micro-organismes du sol [68].

Les effets observés varient en fonction de la quantité d'hydrocarbures présente, de la durée de
contamination, des propriétés spéecifiques du sol et des conditions environnementales. [67].
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1.6.3. Impacts sur les propriétés biologiques du sol :

Les hydrocarbures présents dans le sol ont des effets significatifs sur ses propriétés
biologiques. Ils entrainent une réduction de la biodiversité microbienne, perturbent les
interactions entre les organismes du sol, inhibent la décomposition de la matiére organique,
affectent la croissance des plantes et perturbent la chaine alimentaire [69].

Ces impacts dépendent de facteurs tels que la concentration des hydrocarbures, la durée de la
contamination, les caractéristiques du sol et les conditions environnementales. [67].

1.7. Décontamination des sols pollues aux hydrocarbures :

La décontamination est un ensemble de procédés qui nettoient un environnement qui a été

exposé a des contaminations chroniques ou répétées qui l'ont rendu inutilisable. pour des
activités domestiques, agricoles ou industrielles. Le travail du sol concerne des terres
excaveées ou encore debout [70].
Les techniques de décontamination ont pour but de traiter des produits ou résidus sources de
contamination pour réduire voire supprimer leur caractére polluant et ainsi assainir le lieu
[71].

Selon Girard et al. il existe trois méthodes de traitement [72] :

- Traitement sur site : Consiste a creuser le sol, mais il est traité sur place avec un
appareil de décontamination.

- Traitement in situ : effectué sur site sans déplacer les sols contaminés ; pour cela on
pratique l'extraction, la stabilisation ou la décomposition.

- Traitement hors site : Consiste a évacuer le sol, les déchets et I'eau contaminés vers une
installation de décontamination. Si la contamination est trop difficile & gérer, la solution
ultime est d'enlever une couche de sol contaminé et de I'enterrer dans du CET.

Un sol contaminé peut étre traité chimiquement, physiquement, thermiquement ou
biologiquement. Ces derniers sont considérés comme rentables et efficaces contre
I'élimination des hydrocarbures [73].

1.7.1. Procédés physiques :

Les méthodes les plus couramment utilisées sont celles qui utilisent des fluides
présents dans le sol ou injectés pour déplacer la pollution vers des zones de concentration et
d'extraction.

Ces procédés visent a séparer et concentrer les polluants sans les altérer ou les éliminer. Les
méthodes d'extraction, de lavage et de confinement sont les plus fréquemment mises en ceuvre
pour atteindre cet objectif [74].
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1.7.1.1 Méthodes physiques par évacuation :

Les méthodes physiques par évacuation sont basées sur I'extraction des polluants du
sol. Les sols contaminés extraits sont ensuite stockés de maniére contr6lée, nettoyés,
concentrés ou dépollués. Ces méthodes sont souvent utilisées comme étape préliminaire avant
I'application d'une méthode de traitement complémentaire [72].

1.7.1.2 Méthodes physiques par piégeage :

Ces methodes servent uniquement a retenir les polluants en les enfermant ou en les
rendant stables. Il s'agit d'une approche de stabilisation qui implique I'introduction d'une
substance fixatrice dans le sol, sans altérer ses propriétés ni affecter sa fertilité [71][72].

1.7.2. Procedes chimiques

Extraction par solvant : Utilisation des solvants organiques pour extraire les
hydrocarbures du sol contaminé [75].

Oxydation chimique : Utilisation d'agents oxydants pour transformer les hydrocarbures en
composés moins toxiques [78].

Stabilisation et immobilisation : Fixation ou transformation des hydrocarbures pour réduire
leur mobilité [79].

1.7.3 Procédes thermiques :

Les procédés thermiques sont utilisés pour décontaminer les sols pollués par des
hydrocarbures [80]. Les principales méthodes comprennent la vaporisation thermique, la
désorption thermique, la pyrolyse et la combustion in situ [81].

La vaporisation thermique consiste a chauffer le sol pour volatiliser les hydrocarbures, tandis
que la desorption thermique vise a désorber les contaminants adsorbés [82].

La pyrolyse permet la décomposition thermique des hydrocarbures, tandis que la combustion
in situ brile les contaminants. Chaque procédé présente des avantages et des limitations
spécifiques [83].

1.7.4 Procedes biologiques :

Selon Colombano et ses collaborateurs [84], les techniques non biologiques utilisées
pour la décontamination des sols présentent plusieurs inconvénients tels que leur mise en
ceuvre complexe, leur codt élevé et la transformation des terres en résidus stériles. Ces
techniques physiques, chimiques et thermiques impliquent des codts élevés liés a I'excavation
et au transport, l'utilisation de solutions potentiellement toxiques pour I'environnement, une
consommation énergétique considérable, le traitement de petites surfaces de sol a la fois, la
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réduction de la fertilité du sol, ainsi que la destruction des populations de micro-organismes et
d'organismes vivants presents dans le sol. Par conséquent, on privilégie l'utilisation de
techniques biologiques curatives, déja développées ou encore en développement, car elles
permettent de préserver les propriétés du sol.

La remediation biologique des sols est une méthode économiquement et écologiquement
intéressante. La biodégradation permet la minéralisation des polluants, entrainant ainsi leur
disparition. Ces techniques sont particulierement adaptées pour le traitement des sols pollués
par des hydrocarbures [85].

Les procédés biologiques exploitent les propriétés des organismes vivants pour réaliser
I'opération de dépollution, en extrayant ou en dégradant le contaminant [72].

Les procédés biologiques permettent la dégradation des polluants grace a l'action
d'organismes vivants tels que les bactéries, les champignons, les plantes, etc. Ainsi, la
décontamination par voie biologique consiste a stimuler un processus naturel pour augmenter
I'efficacité, afin de détruire les polluants organiques qui servent de source de carbone [71].

On distingue deux principales catégories de traitements biologiques : la bioremédiation qui
utilise principalement des microorganismes, en particulier des bactéries et des champignons,
et la phytoremédiation qui exploite les propriétés des végétaux [72][86].

Biodégradation : Dégradation des hydrocarbures par des microorganismes. [76].

Phytoremédiation : Utilisation de plantes hyper accumulatrices pour absorber et éliminer les
hydrocarbures [77].

1.7.5 Techniques de bioremédiation :

La bioremédiation est une approche utilisée dans la décontamination des sols, qui se
base sur des processus biologiques pour éliminer les contaminants. Elle exploite les capacités
des microorganismes, tels que les bactéries et les champignons, pour dégrader les substances
toxiques présentes dans le sol [87].

Les techniques de bioremédiation comprennent la bioaugmentation, qui consiste a introduire
des microorganismes spécifiques pour dégrader les contaminants, et la biostimulation, qui
crée des conditions favorables a la croissance des microorganismes indigénes [88].

D'autres techniques, comme la phytoremédiation et la rhizodégradation, utilisent les plantes et
les interactions entre les racines et les microorganismes pour dégrader les contaminants.

La bioremédiation présente des avantages tels que sa praticité sur place et son respect de
I'environnement. Elle est considérée comme une méthode économique et respectueuse du sol.
[89].
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Tableau 1.2: Synthése des travaux sur la biostimulation de sols pollués par les

hydrocarbures.

Auteurs

Titres

Résultats

Margesin et Schinner
(2001).[200]

Bioremédiation (Atténuation
naturelle et biostimulation) des sols
contaminés par le diesel dans une

zone alpine glaciaire.

Efficacité de la Biostimulation
Réduction de 5% et 70%
d'hydrocarbures dans le sol non
fertilisé et fertilisé.

Seklemova et al.
(2001).J201]

Biostimulation-based bioremediation
of diesel fuel : field démonstration

Nutriments ajoutés sans aucun effet sur
la décontamination des sols pollués car
la contamination initiale par le diesel
était trop élevée (2000, 4000 et 6000

mg kg™1)

Coulon et Dellile
(2003)[202]

Effects of biostimulation on growth
of indigenous bacteria in sub-
Antarctic soil contaminated with oil

hydrocarbons.

Efficacité de la biostimulation sur la
croissance des bactéries indigénes d’un
sol subantarctique contaminé

Forte augmentation du nombre de
bactéries hétérotrophes et spécifiques.

Bento et al. (2005)[203]

Bioremédiation comparative des sols
contaminés par le diesel par
atténuation naturelle, biostimulation

et bioaugmentation.

Une plus grande dégradation de la
fraction 1égere (72,7%) et de la fraction
lourde (75,2%) des hydrocarbures
totaux dans les sols traités par
bioaugmentation.

Tanee et Kinako
(2008)[204]

Comparative studies of

biostimulation and phytoremediation
in the mitigation of crude oil toxicity

in tropical soil

Efficacité de la Biostimulation et
phytoremédiation dans I’atténuation de
la toxicité du pétrole brut sur le sol

Martinez - Alvarez et
al. (2015)[205]

Bioremediation of hydrocarbon-
contaminated soils in cold regions:
Development of a pre-optimized
biostimulation biopile-scale field

assay in Antarctica.

Efficacité de ’essai sur le terrain en
Antarctique qui réduisait
considérablement les niveaux de
contamination par les carburants dans
les sols
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Al-Mailem et al.
(2017)[206]

Biostimulation des microorganismes
indigenes pour la bioremédiation des
microcosmes hyper salins huileux du
Golfe d’Arabie en région
koweitienne

Augmentation du nombre de microbes
et de I'élimination du pétrole apres
traitement avec les cations et avec des
vitamines. Efficacité des cations dans
I'¢limination du pétrole dans I’ordre :

Fe3 * (94%)> Ca? * (89%)> Mg2 *
(85%)> KT (82%) avec élimination de
la majeure partie du pétrole.
Elimination de 78% et 72% par
traitement avec des levures

commerciales et du sang animal
sources de vitamines

Villalba Primitz et al.
(2021)[207]

Bioremediation of hydrocarbon-
contaminated soil from Carlini
Station,

Antarctica : effectiveness of different
nutrient sources as biostimulation
agents

Dégradation de 50% des hydrocarbures
totaux en 50 jours dans les sols traités
par biostimulation.

Amélioration de la croissance des
communautés microbiennes et
changement de leur structur

Tableau 1.3 : Synthése de quelques travaux sur la bioaugmentation de sols pollués aux

hydrocarbures.

Auteurs

Titres

Résultats

Straube et al.

Benche-scale optimisation of

Augmentation des capacités

(1999)[208] bioaugmentation strategies for treatment | métaboliques des communautés
of soil contaminated with high bactériennes autochtones du sol.
molecular weigth polyaromatic Dégradation de composés insolubles
hydrocarbons (HAP) rendus

Nasseri et al. Influence of bioaugmentation in dégradation du phénanthrene de

(2010)[209] biodegradation of PAHs-contaminated | 87.8%,85.5% et 92.8% par les souches

soil in bio-slurry phase reactor

Pseudmonas sp. et Pseudomonas
aeruginosa et leur consortium
respectivement

Lebkowska et al.
(2011)[210]

Bioremedition of soil polluted with fuels

by sequential multiple injection of
native MO: field-scale processes in
Poland

82%, 50% et 30% de diesel ont été
dégradés par bioaugmentation en
traitement répétée, unique sans
traitement aprés 4 semaines
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Prakash et Irfan

Pseudomonas aeruginosa is present in

La souche P. aeruginosa possede la

(2011)[211] crude oil contaminated sites of Barmer | capacité de dégrader le pétrole présent
Region (India) dans le sol

Nisha et al. Degradation studies on diesel oil using | Conditions optimales pour la

(2013)[212] bacterial consortium isolated from oil- | dégradation du diesel par Bacilus

polluted soil.

coagulans : pH =7, T=37°C et faible
volume de diesel (3,1259)

Sadoudi-Ali Ahmed et
al. (2014)[213]

Treatment of an oil polluted soil by
injecting Pseudomonas aeruginosa and
produced rhamnolipid.

Réduction du taux d’hydrocarbure apres
4 semaines dans le sol traité par
bioaugmentation. Augmentation de la
quantité de CO2 dégagé, et du taux de
germination

Szulc et al. (2014)[214]

The influence of bioaugmentation and
biosurfactant addition on bioremediation
efficiency of diesel-oil contaminated
soil: Feasibility during field studies

Les résultats suggerent que
I'amélioration du potentiel de
biodégradation par I'introduction de
microorganismes possédant des genes
cataboliques pertinents est une stratégie
réalisable pour améliorer I'efficacité de
la bioremédiation au cours du traitement
a long terme.

Villaverde et al.
(2019)[215]

Bioaugmentation of PAH-Contaminated
soils with novel specific degrader strains
isolated from a contaminated industrial
Site. Effect of hydroxypropyl-p-
cyclodextrin as PAH bioavailability
enhancer

Aptitude des souches Achromobacter
xylosoxidans 2BC8 et
Stenotrophomonas maltophilia JR62 a
dégrader le pyréne avec des taux allant
jusqu’a 57.5%. Réduction de la durée
d’adaptation de ces souches par I’ajout
d’un tensioactif.

1.8. Remédiation des sols pollués par les HAP a I'aide de biosurfactants

Dans le traitement des sols contamines, il est souvent nécessaire de combiner
différentes techniques, et I'ajout de biosurfactants pour faciliter la désorption des molécules
contaminantes est couramment adopté. Les tensioactifs, également connus sous le nom de
"surfactants" (agents de surface), sont des molécules qui ont la capacité de réduire les tensions
superficielle et interfaciale entre des phases de polarités différentes, telles que I'huile et I'eau,
l'air et I'eau, ou encore I'eau et un solide. Leur utilisation principale se situe dans le domaine
de I'émulsification et de la dispersion [90].

34




La grande majorité des surfactants disponibles sur le marché sont d'origine chimique et dérivé
du pétrole. Cependant, ces produits preésentent un risque pour I'environnement car ils sont
souvent toxiques et ne se dégradent pas naturellement) [91].

Les biosurfactants sont de plus en plus étudiés pour leur utilisation dans la décontamination
des sols pollués. Ils sont produits par des micro-organismes vivants et possedent des
propriétés tensioactives similaires a celles des surfactants chimiques. Une étude récente
menée par Smith et al[92] sur l'efficacité des biosurfactants dans la désorption des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) présents dans les sols contaminés. Les
résultats ont montré que l'ajout de biosurfactants augmentait significativement la désorption
des HAP, permettant ainsi une meilleure extraction et dégradation des contaminants.

I1. Biosurfactants

Les surfactants, (agents de surface actifs), sont des substances chimiques qui modifient
les propriétés de surface des liquides avec lesquels elles entrent en contact. 1ls sont constitués
de molécules amphiphiles, ce qui signifie qu'ils ont a la fois une partie hydrophile (qui a une
affinité pour I'eau) et une partie lipophile (qui a une affinité pour les lipides ou les graisses)
[93].

Portion hydrophohe
(chaine liptdigque..)

gi\.fz &f@%()
T

Figure II.1 : Représentation schématique d'une micelle de biosurfactant [6].

11.1. Généralité sur les biosurfactants

Les biosurfactants ont été largement étudiés en tant que composés biotechnologiques
de premier plan au cours du siecle actuel [94].
Ces molécules amphipathiques sont produites par des processus de fermentation
(fermentation : en absence d’oxygene) impliquant des bactéries, des levures et des
champignons filamenteux. Elles se composent d'une partie hydrophile (polaire) et d'une partie
hydrophobe (non polaire), ce qui leur confere la capacité de réduire la tension de surface et la
tension interfaciale des liquides [95][96].
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La partie polaire d'un biosurfactant peut étre constituée d'un acide aminé, d'un hydrate de
carbone, d'un peptide cationique ou d'un peptide anionique, tandis que la partie non polaire est
formée de chaines carbonées saturées ou insaturées, pouvant étre composées de protéines,
d'acides gras ou de peptides [97].

Les biosurfactants anioniques sont plus efficaces pour les processus de nettoyage et de
déshuilage, tandis que les biosurfactants cationiques sont principalement utilisés pour
I'émulsification des produits de soins de la peau. Les biosurfactants non ioniques sont plus
adaptés aux detergents a basse température. Ainsi, chaque agent tensioactif naturel présente
une spécificité significative [98].

La combinaison de biosurfactants biologiques avec des tensioactifs synthétiques a des
concentrations optimisées peut fournir une activité interfaciale et de surface supérieure a celle
des composants tensioactifs individuels. Récemment, l'utilisation de liquides ioniques dans les
formulations de tensioactifs respectueux de I'environnement a suscité un intérét croissant en
raison de leur faible toxicité, de leur non-volatilité, de leur stabilité thermique et de leur forte
activité de surface [99].

11.2 Classification des biosurfactants :

11.2. 1 Les Lipopeptides :

Sont des composés bioactifs produits par certaines bactéries, tels que le genre
Bacillus. lls sont caractérisés par une partie peptidique liée a une chaine lipidique. Les
lipopeptides possedent diverses propriétés intéressantes, notamment une forte activité
antimicrobienne, antifongique, anticancéreuse et anti-inflammatoire. 1ls sont prometteurs dans
divers domaines tels que la biotechnologie, la médecine et I'agriculture [100]...[103].

L-Asp — D-leu — L-Leu— O CHa

/ HE(CHa)g- CH
-Val | |

L-Va CH, CH,

|
D-Leu — L-leu — L-Glu—C =0

Figure 11.2 : Structure de la surfactine lipopeptidique cyclique produite par Bacillus subtilis
11.2.2 Les Glycolipides :
Sont des lipides complexes contenant un groupe glucidique lié a un groupe lipidique.
Ils jouent un rdle crucial dans de nombreux processus biologiques, tels que la reconnaissance
cellulaire et la signalisation. De plus, ils sont impliqués dans des interactions hote-pathogéne
et posseédent des propriétés immunomodulatrices. Les glycolipides ont suscité un intérét
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croissant en raison de leur potentiel thérapeutique dans le traitement des maladies
inflammatoires, des cancers et des infections [104]...[107].

11.2.3 Les Rhamnolipides :

Sont produits par certaines bactéries, notamment Pseudomonas aeruginosa. Ils sont
composés d'une partie lipidique hydrophobe liée a un rhamnose, un glucide. Ils sont connus
pour leurs propriétés tensioactives et antimicrobiennes. lls sont utilisés dans diverses
applications industrielles, notamment comme agents moussants, émulsifiants et détergents.

11.2.4 Les Sophorolipides :

Sont produits par des levures, principalement Candida bombicola. Ils sont composés d'une
partie lipidique hydrophobe liée & un sophorose, un disaccharide constitué de glucose et de
fructose. Les sophorolipides sont également des tensioactifs et ont des propriétés
antimicrobiennes. Ils sont utilisés dans l'industrie des détergents, des cosmétiques et des
produits pharmaceutiques.

CH34
CHzoR I
OH__ 5 O—CH
H o}
CH, \O"CH-(CH,)yCH, OH (CH) +s
e
c=0 CH,OR COOH
OH ! O
H 0 CID o) -
CHj, H(IZ-(CH2)4 CHs; OH R=CH;CO
CH,
! OH
OH OH COOH OH
Rhamnolipid Sophorolipid

Figure 11.3 : Structure de Rhamnolipide, Sophorolipide [108].

11.3 Les Trehalolipides :

Sont produits par diverses bactéries, notamment des especes du genre Rhodococcus.
Ils sont composés d'une partie lipidique liée a un tréhalose, un disaccharide constitué de deux
molécules de glucose. Les trehalolipides ont des propriétés tensioactives et sont étudiés pour
leur utilisation potentielle dans I'industrie des détergents et des produits de nettoyage.

11.4 Les Mannosylerythritolipides :

Sont produits par des actinobactéries, notamment des espéces du genre
Mycobacterium. 1ls sont composés dune partie lipidiqgue hydrophobe liée a un
mannosylérythritol, un disaccharide composé de mannose et dérythritol. Les
mannosylérythritolipides ont des propriétés tensioactives et sont étudiés pour leurs
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applications potentielles dans I'industrie des détergents, des produits cosmétiques et des
produits pharmaceutiques.
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Mannosylerythritol lipid

Figure 11.4 : Structure de Tréhalolipide et Mannosylérythritol [108].

11.5 Les Phospholipides :

Les phospholipides sont des lipides présents dans les membranes biologiques, qui sont
composés d'une téte hydrophile contenant un groupe phosphate et d'une queue hydrophobe
constituée d'acides gras. Ils jouent un réle crucial dans la structure et la fonction des
membranes cellulaires, ainsi que dans divers processus biologiques tels que le transport
lipidique et la signalisation cellulaire. Les phospholipides sont sujets a de nombreuses
recherches en raison de leur importance biologique et de leur implication dans diverses
maladies. [109]...[ 112].

o
H,C— O— C—R,
| o
HC—O0—C—R,
| o
HQC—O—IITI’—O—CHQ—CHQ—N"HQ,
b

Figure 11.5 : Structure de la phosphatidyléthanolamine [113].

11.6 Les lipopolysaccharides ou polymérigues :

Sont des composants essentiels des membranes externes des bactéries & Gram négatif.
Ce sont des macromolécules complexes composées de lipides et de polysaccharides. Les LPS
jouent un réle crucial dans la protection de la bactérie contre les agents extérieurs, ainsi que
dans I'interaction avec I'n6te et la modulation de la réponse immunitaire. Leur structure variée
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et leur diversité antigénique en font des cibles d'étude importantes dans la recherche sur les
interactions bactéries-hotes, la pathogenese et le développement de vaccins. [114]...[117].

11.7 Les acides gras et lipides neutres :

Les acides gras et les lipides neutres sont des biosurfactants naturels étudiés pour leurs
propriétés tensioactives. Ils sont produits par divers microorganismes et peuvent étre extraits a
partir de sources végétales et animales. Ces composés ont la capacité de réduire la tension
interfaciale entre les phases aqueuses et huileuses. lls présentent des avantages tels que leur
biodégradabilité, leur non-toxicité et leur disponibilité a partir de ressources renouvelables.
Les acides gras et les lipides neutres sont utilisés dans différentes applications industrielles,
notamment dans la récupération du pétrole, le nettoyage des sols contaminés et la dégradation
des hydrocarbures. Des recherches récentes explorent les possibilités de modification et de
production a grande échelle de ces biosurfactants grace a des techniques de biotechnologie.
[118]...[120].
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Figure 11.6 : Structure de I'émulsifiant [121].

11.3 Origine Des Biosurfactants

La majorité des biosurfactants sont produits par des micro-organismes qui se
développent en aérobiose tout en utilisant une ou plusieurs sources de carbone, telles que des
hydrates de dioxyde de carbone, des huiles ou des hydrocarbures. Ces micro-organismes sont
généralement des levures, des champignons ou des bactéries ; les rhamnolipides de
Pseudomonas aeruginosa, la surfactine de Bacillus subtilis et I'émulsan d'Acinetobacter
calcoaceticus sont des exemples de microbes tensioactifs [122][123].
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Figure 11.7 : Principaux micro-organismes producteurs biosurfactants.

a) genres de micro-organismes producteurs de biosurfactants,
b) principaux biosurfactants produits selon la littérature,

*autres groupes impliquent également une combinaison de biosurfactants ou des cas
inconnus.



Tableau I1.1 : Biosurfactants produits par les micro-organismes [124]

Biosurfactant

Micro-organismes

Faible poids moléculaire

-Rhamnolipides

-(Hydroxyalkanoyloxy)-acides alcaniques
(HAAS) Précurseur des Rhamnolipides

-Lipides de tréhalose

-Lipides de sophorose
-Lipides de cellobiose
-Viscosine
-Surfactine
-Polymixines

-Gramicidines

-phospholipides

-flavolipides

-Lipopeptides

-Ornithine, peptides de lysine

-Lipides polyoliques

Pseudomonas aeruginosa, Serratia
rubidea, Pseudomonas putida
Pserdomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa

Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus
erythropolis,

Mycobacterium, Norcardia,
Corynebacterium

Candida lipolytica, Torulopsis
bombicola

Ustilago maydis

Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus
Bacillus polymyxa

Bacillus brevis

Acinetobacter, Thiobacillus thiooxidans,
Rhodococcus erythropolos

Flavobacterium sp.

Bacillus subtilis (lturin A), Bacillis
pumilus, Bacillus licheniformis,
Pseudomonas syringae,

Pseudomonas fluorescens
Gluconobacter cerinus, Thiobacillus
thiooxidans, Streptomyces tendae
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-Serrawettine

-Acides gras

-Sulfonolipides
-Diglycosyl diglycérides

Poids moléculaire élevé
-Alasan

-Emulsan

-Biodispersane

-Liposane
-Emulsifiant  alimentaire  (bioémulsifiants
utilisan)
-Emulsifiant  d'insecticide (production par

alpha Hexachlorocyclohexane (HCH) a l'aide
de P. tralucida)

-Polysaccharide sulfaté

-Hétéropolysaccharide acétylique
N-acétyle et O-pyruvile

-Hétéropolysaccharide

Rhodotorula
graminis

glutinis,

Serretia marcescens

Nocardia erythropolis, Arthrobacter
parafineus, Corynebacterium lepus,
Penicillium

spiculisporum,
trachyspermus
Capnocytophaga, Corynebacterium

Rhizobium trifolii

Pseudomonas aeruginosa

Acinetobacter radioresistens
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica

Candida utilis

Pseudomonas tralucida

Halomonas eurihalina

Sphingomonas paucimobilis

Pseudomonas fluorescen

Rhodotorula

Talaromyces
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I1.4. Avantages des biosurfactants :

Les biosurfactants offrent de nombreux avantages par rapport aux surfactants chimiques
traditionnels, les principaux avantages des biosurfactants dérivés des microorganismes sont
discutés ci-dessous [125].

e Faible toxicité : Les biosurfactants sont généralement considérés comme des produits
non ou faiblement toxiques. Contrairement aux surfactants chimiques traditionnels, ils
ont une meilleure compatibilité environnementale et peuvent étre utilisés en toute
sécurité dans des applications pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires [126].

e Utilisation de matiéres premiéres renouvelables : Les biosurfactants peuvent étre
produits a partir de sources de carbone renouvelables, telles que des déchets agricoles
ou industriels. Cette caractéristique permet une production économique, réduit la
dépendance aux matieres premiéres fossiles et contribue a la valorisation des déchets,
offrant ainsi des avantages économiques et environnementaux [127].

e Tolérance aux conditions extrémes : Certains biosurfactants ont la capacité de
maintenir leur activité dans des conditions extrémes, telles que des températures
élevées, des pH acides ou basiques, ainsi que des niveaux de salinité élevés. Cela les
rend adaptés a une large gamme d'applications dans des environnements varies, y
compris les secteurs pétroliers, miniers et environnementaux [127].

e Activité de surface et d'interface : Les biosurfactants ont la capacité de réduire la
tension superficielle et la tension interfaciale entre différents composants. Cela
favorise la dispersion homogéne de substances non miscibles, I'émulsion de mélanges
liquides et la stabilisation des interfaces, ce qui peut étre utile dans de nombreuses
applications industrielles, telles que la production de détergents, les processus de
récupération pétroliére et la formulation de produits pharmaceutiques [128].

e Biodégradabilité : Les biosurfactants sont facilement dégradés par des
microorganismes présents dans I'environnement, ce qui les rend biodégradables et
moins persistants dans les écosystemes. Contrairement aux surfactants chimiques, ils
ne contribuent pas a l'accumulation de substances nocives dans I'environnement,
réduisant ainsi leur impact environnemental global [129].

e Polyvalence d'activité : Les biosurfactants présentent une large gamme d'activités
biologiques, telles que des propriétés antimicrobiennes, antivirales, anti-tumorales,
antiadhésives et antibiofilm. Certains biosurfactants peuvent également agir comme
agents moussants, émulsifiants et dispersants, ce qui les rend polyvalents dans de
nombreuses applications industrielles et médicales [130].
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11.5 Production et récupération de biosurfactants :
11.5.1 Production des biosurfactants :

La production de biosurfactants est un processus complexe qui nécessite la sélection de
microorganismes appropriés, l'utilisation de substrats carbonés spécifiques, des conditions de
culture optimales et une utilisation efficace des déchets agricoles et industriels[131].

Les microorganismes producteurs de biosurfactants se développent généralement de maniere
aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de carbone, telles que des
hydrates de carbone, des huiles ou des hydrocarbures [132][133].

La structure et les caractéristiques des biosurfactants produits dépendent des conditions de
croissance, de la source de carbone utilisée et du type de microorganisme.

Les microorganismes producteurs de biosurfactants comprennent des levures, des
champignons et des bactéries. 1l convient de noter que les plantes, les animaux et les humains
sont également capables de produire des biosurfactants [134]. Parmi les bactéries, le genre
Pseudomonas est largement connu pour sa capacité a produire de grandes quantités de
glycolipides, qui sont classés en tant que rhamnolipides.

Bacillus subtilis est un autre microorganisme largement étudié en raison de sa capacité a
produire un lipopeptide a activité de surface appelé surfactine ou subtilisine. Les levures
Candida bombicola et Candida lipolytica font partie des levures les plus étudiées en ce qui
concerne la production de biosurfactants.
Il convient de noter que de nombreuses especes de microorganismes sont capables de
produire des biosurfactants, mais la régulation de leur synthése est encore mal comprise, a
I'exception des souches de Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis qui ont été largement
étudiées. Ces microorganismes ont été identifiés comme des producteurs de biosurfactants et
font I'objet de recherches approfondies pour comprendre les mécanismes impliques dans la
production de ces composés [135].

11.5.2 Production de biosurfactants a partir des sous-produits :

La source de carbone est un paramétre crucial qui influence considérablement la

production de biosurfactants. En effet, le choix du substrat carboné peut représenter jusqu'a
50% des colts totaux de production, ce qui souligne I'importance de sélectionner des sources
de carbone alternatives peu colteuses [136].
Afin de réduire les colts de production et de promouvoir une gestion efficace des déchets, de
nombreux déchets renouvelables et bon marché ont été étudiés comme substrats potentiels
pour la production de biosurfactants. Cette approche permet non seulement de réduire les
co(ts associés a la production, mais également de valoriser des déchets qui seraient autrement
destinés a étre éliminés [137][138].

Des études ont exploré diverses sources de carbone alternatives, telles que des sous-
produits de l'industrie agroalimentaire, des résidus de biomasse, des huiles usagées et des
déchets organiques. Ces substrats présentent l'avantage d'étre abondants, facilement
disponibles et peu colteux. De plus, leur utilisation contribue a réduire la dépendance aux
ressources fossiles et a promouvoir une approche plus durable et respectueuse de
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I'environnement dans la production de biosurfactants. La sélection judicieuse des sources de
carbone alternatives permet non seulement d'optimiser la production de biosurfactants, mais
également de réduire I'impact environnemental associé a la gestion des déchets. En exploitant
ces sources de carbone peu colteuses, il est possible de développer des stratégies efficaces de
réduction des codts tout en favorisant une économie circulaire et une utilisation plus durable
des ressources [137][138].

Dans le tableau 3, nous pouvons observer un résumé des matériaux peu colteux qui
ont été exploités avec succes en tant que substrats pour la production de biosurfactants. Lors
de la sélection de ces déchets, il est essentiel de garantir un bon équilibre en nutriments afin
de favoriser la croissance microbienne et la production efficace de biosurfactants. Les déchets
industriels riches en glucides ou en lipides sont particulierement adaptés en tant que sources
de carbone [139].

Tableau 11.2 : Déchets valorisés et exploités pour la production des biosurfactants.

Type d’industrie/ déchets

Type d’espéce microbienne

Références

Résidus industriels et
agroalimentaires :
Mélasse de dattes, bagasses
de canne a sucre, écorces
d'orange, farine d'écorce de
sésame, résidus de thon,
écorces de bananes, écorces
de pommes de terre, liqueurs
de mais, gateaux de
cacahuétes, résidus de
moringa.

Halobacteriaceae archaeon,
Bacillus pumilis,
Bacillus licheniformis,
Cunninghamella
phaeospora,
Candida tropicalis
Pseudomonas aeruginosa

Chooklin et al. 2014 ;
Sharma et al. 2015 ;
Kumar et al. 2016 ;

Linsetal. 2016 ;
Rubio-Ribeaux et al.
2017 ;
Magalhaes et al. 2018

Déchets animaux : déchets
d'abattoir, graisses animales,
déchets de transformation du

poisson.

Pseudomonas gessardii,
Nocardia higoensis
Aneurinibacillus migulanus

Ramani et al. 2012 ;
Patil et al. 2016 ;
Sellami et al. 2016

Déchets agro-industriels et
des usines (y compris les
déchets de raffinerie) :
déchets d'oliviers, effluents
traités a la tannerie, déchets
de l'industrie de I'huile de
palme, déchets de l'industrie
de I'huile de soja.

Brachybacterium
Paraconglomeratum,
Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus pseudomycoides,
Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis

Kiran et al. 2014 ;
Gudifa et al. 2016 ;
Lietal. 2016 ;
Moya-Ramirez et al.
2016 ;
Radzuan et al. 2017
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Huile de cuisson usagée : Pseudomonas aeruginosa, Haba et al. 2000 ;
déchets de friture Candida lipolytica George et Jayachandran
d’huile de noix de coco, 2013 ;
huile de cuisson usée, Lanetal. 2015 ;
huile de friture résiduelle. Souza et al. 2016

11.5.3 Facteurs influengant la production des biosurfactants :

11.5.3.1 Facteurs abiotiques :

e Source de carbone :

Les sources de carbone sont essentielles dans la production de biosurfactants. Différents
substrats, tels que le diesel, le pétrole brut, le glucose, le saccharose et le glycérol, ont été
étudiés avec succes. lls stimulent la production de biosurfactants par divers
microorganismes, offrant des avantages en termes de disponibilité, de codt et de capacité.
Le choix de la source de carbone dépend du microorganisme utilisé et des propriétés
souhaitées des biosurfactants produits. [140].

e Sources d'azote :

L'azote est crucial dans la production de biosurfactants car il est essentiel a la croissance
microbienne et a la synthése des protéines et des enzymes nécessaires. Différents
composés azotés tels que la peptone d'urée, I'extrait de levure, le sulfate d'ammonium, le
nitrate d'ammonium, le nitrate de sodium, l'extrait de viande et les extraits de malt ont été
utilisés avec succes. L'extrait de levure est la source d'azote la plus couramment utilisée.
La concentration optimale dépend de l'organisme et des conditions de culture. Les sels
d'ammonium et l'urée sont considérés comme les sources d'azote préférées des bactéries.
Chaque organisme et objectif de production de biosurfactants nécessite un choix approprié
de source d'azote. L'évaluation minutieuse de la disponibilité et de la concentration
optimale des composés azotés est essentielle pour maximiser la production de
biosurfactants de haute qualité. [140].

11.5.3.2 Facteurs biotiques :

e | es facteurs environnementaux :

Plusieurs facteurs ont été signalés comme influengant la production de biosurfactants, tels que
le pH, la salinité, la température, l'agitation et la disponibilité en oxygéne. Comprendre et
contrbler ces facteurs est essentiel pour optimiser la production de biosurfactants et obtenir
des rendements élevés et des produits de qualité [141].

e Le pH: le pH du milieu de culture a été identifié comme un facteur déterminant dans
la production de sophorolipides par la levure Candida bombicola. La production de
ces biosurfactants dépend fortement du pH, avec des valeurs optimales spécifiques.
Par exemple, les Pseudomonas sp ont montré une forte production de rhamnolipides
dans une plage de pH allant de 6 a 6,5, qui diminue rapidement au-dessus de pH 7
[142].
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e La température: [Iactivit¢ d’émulsification et la tension superficielle du
biosurfactant qui produit par les souches thermophiles tout au long de la plage de
température supérieure a 40 C est restées constantes aprés autoclavage a 120° C
pendant 20 min [143].

e L'agitation : pour les souches bactérienne, I’augmentation de la vitesse d’agitation
des milieux de cultures induite une augmentation des vitesses de cisaillement et donc
un rendement moindre. Par contre chez les levures 1’effet inverse est observé) [144].

e L’oxygéne : La disponibilité de I’oxygene peut également affecter la production de
biosurfactant a travers son effet sur ’activité cellulaire ou la croissance, I'étude des
effets synergiques sur Lactobacillus pentosus a reflété l'interdépendance de ces
facteurs. Dans le cas de B. subtilis C9, un rendement trois fois plus éleve en
lipopeptides a été observé dans des conditions limitées en oxygéene par rapport a des
conditions suffisantes en oxygene [145].

e la concentration en sel : la concentration en sels influences la production de certaines
BS, cependant, des concentrations supérieures a 10% n’affectant pas certaine BS, bien
qu’il soit observé une 1égére diminution sur la concentration micellaire critique. Par
exemple, chez les bactéries halophiles telles que les Halomonas sp. BS4, B. subtilis
BBK-1 a la concentration 8% de NaCl et le pH 6— 8 sont produit fonctionnaient mieux
trois types de lipopeptides représentés au bacillomycine L, plipastatine et surfactine
[146].

11.6 Recupération des biosurfactants :

Il est important de choisir la méthode de récupération en fonction des propriétés
spécifiques du biosurfactant, telles que sa charge ionique et sa solubilité dans I'eau, ainsi que
de sa localisation (lié a la cellule ou extracellulaire). La plupart des biosurfactants sont
sécrétés dans le milieu de culture et peuvent étre isolés apres filtration ou centrifugation pour
éliminer les cellules bactériennes.
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Tableau 11.3 : les méthodes communes employées dans la récupération de biosurfactants

Methode de récupération Description

Extraction aux solvants organiques Les biosurfactants sont extraits a l'aide de
solvants organiques tels que 1’acétate
d’éthyle, I'éther de pétrole, le chloroforme ou
I'éthanol.

Adsorption suivie d'extraction aux solvants | Les biosurfactants sont adsorbés sur une
surface solide, puis extraits a l'aide de
solvants organiques.

Précipitation Les biosurfactants sont precipités a l'aide
d'un réactif approprié, puis récupérés par
centrifugation ou filtration.

Cristallisation Les biosurfactants sont cristallisés a partir de
la solution, généralement en contrélant la
température et la concentration.

Centrifugation Les biosurfactants sont séparés des cellules
bactériennes par centrifugation a haute
vitesse.

Fractionnement de mousse Les biosurfactants sont récuperés a partir de
la mousse formée a la surface du milieu de
culture.

1.7 Réle des biosurfactants :

Le principal role physiologique des biosurfactants est de permettre aux micro-organismes de
se développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre I'eau et le
substrat. Cela facilite l'acces des micro-organismes aux nutriments présents dans le substrat
[147].

Cependant, les biosurfactants jouent également d'autres réles importants, tels que :

e Emulsification : Les biosurfactants ont la capacité de former des émulsions en
dispersant des substances insolubles dans I'eau, ce qui favorise la dégradation et la
solubilisation de composés hydrophobes.

e Adhésion aux surfaces solides et formation de biofilms : Certains biosurfactants
facilitent I'adhésion des micro-organismes aux surfaces solides, favorisant ainsi la
formation de biofilms. Les biofilms sont des communautés microbiennes qui se
développent sur des surfaces et jouent un réle important dans de nombreux processus
biologiques.
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e Régulation du niveau énergétique cellulaire : Les biosurfactants peuvent étre utilisés
comme source d'énergie par les micro-organismes, contribuant ainsi a maintenir leur
niveau énergétique cellulaire.

e Activité bactéricide : Certains biosurfactants ont des propriétés antimicrobiennes et
peuvent agir comme agents bactéricides en perturbant les membranes cellulaires des
bacteéries cibles.

e Pathogénicité : Chez certaines bactéries pathogénes, les biosurfactants peuvent jouer
un réle dans leur virulence et leur capacité a infecter les hétes.

e Piégeage des métaux lourds : Certains biosurfactants ont la capacité de former des
complexes avec les métaux lourds, contribuant ainsi a leur immobilisation et a leur
élimination de I'environnement.

Ces différentes fonctions des biosurfactants soulignent leur importance dans de nombreux
processus biologiques et leurs applications potentielles dans des domaines tels que I'industrie,
I'agriculture, la médecine et la protection de I'environnement.

11.8 Caractérisation des biosurfactants :

La purification et la caractérisation des biosurfactants doivent étre réalisées en tenant compte
de leur charge ionique, de leur solubilité et de leur localisation (intracellulaire, extracellulaire
ou liée aux cellules). Différentes techniques sont utilisées a cet effet, notamment : CCM, GC-
MS, LC-MS/MS, MALDI-TOF, FTIR.

11.8.1 Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique de séparation et
d'identification des composés d'un mélange [148]. Elle repose sur la migration différenciée
des composeés sur une plaque revétue d'une fine couche de support. Les composés se séparent
en fonction de leur affinité avec la couche mince et le solvant de développement. Aprés le
développement, les composés apparaissent sous forme de taches ou de bandes sur la plaque
[149].

La CCM est une méthode rapide et économique largement utilisée dans différents domaines
scientifiques.

11.8.2 Caractérisation par Chromatographie Gazeuse couplée Spectrométre
de Masse (GC/MS) :

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS)
est une méthode sensible utilisée pour identifier et quantifier les lipopeptides et les
biosurfactants a poids moléculaire élevé. Elle permet danalyser la fraction lipidique des
biosurfactants et d'identifier les structures d'acides gras. L'analyse par GC/MS facilite la

49



conversion des acides gras en esters méthyliques d'acides gras (FAME) et en dérivés de
trimethylsilyle (TMS)

[150]. Différentes colonnes et conditions analytiques peuvent étre utilisées, et le temps de
rétention des FAME dépend de la longueur de la chaine et du degré de séparation [151]. Pour
préparer les dérivés d'éther TMS, on utilise du N-triméthylsilylimidazole (TMSI) et on
chauffe la solution a une température spécifique [152].

11.8.3 Caractérisation par (LC-MS/MS) :

La caractérisation par LC-MS/MS est une méthode combinant la chromatographie
liquide et la spectrométrie de masse en tandem. Elle permet d'identifier et de quantifier
précisément les composants d'un melange dans une fraction chromatographique obtenue avec
une colonne chloroforme-méthanol [153]. Les échantillons sont préparés en les ionisant sous
vide dans la région source apres les avoir dissous dans une solution a base d'acétonitrile. La
technique utilise une colonne C18 intégrée dans un systéme UPLC couplé a un spectrometre
de masse. Les conditions expérimentales comprennent un temps de balayage, des tensions,
des températures et des débits spécifiques. L'échantillon est injecté dans la colonne et soumis
a une étape isocratique suivie d'une élution par gradient linéaire. Les fractions collectées sont
lyophilisées et conservées a basse température. Selon les travaux, I'analyse par LC-MS/MS
permet d'identifier des tensioactifs lipopeptidiques contenant un ensemble d'acides aminés
associés a une fraction d'acide gras [154].

11.8.4 Identification par spectrométrie de masse type MALDI/TOF :

La spectrométrie de masse MALDI/TOF est une technique d'identification rapide et
précise des protéines et des peptides. Elle utilise un laser pour ioniser les échantillons et
mesure leur temps de vol pour déterminer leur masse [148]. C'est une méthode largement
utilisée en recherche biomédicale et en diagnostic clinique [155].

11.8.5 Caractérisation par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique utilisée
pour caractériser les substances en analysant les vibrations moléculaires dans la région
infrarouge du spectre électromagnétique. Elle permet d'identifier les liaisons chimiques
présentes dans un échantillon et d'obtenir des informations sur sa structure et sa composition.
Cette méthode est couramment utilisée dans de nombreux domaines notamment en biologie
[156].

11.9 Applications des biosurfactant :
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Effectivement, les biosurfactants, ou biotensioactifs, sont largement reconnus pour
leurs propriétés non toxiques, biodégradables et leur capacité a rester fonctionnels dans des
conditions extrémes telles que le pH, la température et la salinité [157]. Ces caractéristiques
en font des alternatives attractives aux tensioactifs chimiques dans de nombreux domaines
d'application, tels que la production alimentaire, I'agriculture, la chimie, [l'industrie
pharmaceutique et la cosmétique.

11.9.1. Environnemental

1. Bioremédiation des sites contaminés : Les biosurfactants sont utilisés pour la
dégradation et la decontamination des sols et des eaux contaminés par des composes
polluants tels que les hydrocarbures. Leur capacité a solubiliser ces polluants et a
augmenter leur biodisponibilité facilite leur dégradation par des microorganismes
décomposeurs [158].

2. Dispersion des nappes de pétrole : Les biosurfactants sont utilisés pour disperser les
nappes de pétrole en petites gouttelettes, augmentant ainsi la surface de contact entre
le pétrole et les microorganismes dégradateurs. Cela favorise la biodégradation
naturelle du pétrole dans lI'environnement marin [159].

3. Reécupeération assistée du pétrole : Les biosurfactants sont utilisés pour améliorer
I'extraction du pétrole des réservoirs pétroliers. Ils réduisent la tension interfaciale
entre I'eau et le pétrole, facilitant ainsi son déplacement et augmentant I'efficacité de
récupération du pétrole [160].

4. Chélation des metaux lourds : Les biosurfactants peuvent chélater les métaux lourds,
tels que le plomb, le zinc, le cadmium et le cuivre, en formant des complexes solubles.
Cela permet de reduire la toxicité des métaux lourds et de faciliter leur élimination des
sites contaminés [161].

5. Applications dans le traitement des eaux : Les biosurfactants sont utilisés dans le
traitement des eaux usées pour améliorer la dégradation des contaminants organiques,
faciliter la séparation des phases liquides et solides, et réduire les tensions
superficielles pour une meilleure filtration [159].

Ces applications environnementales des biosurfactants contribuent a des processus de
dégradation plus efficaces, a la réduction des impacts environnementaux et a la gestion des
sites contaminés de maniére plus durable. Les biosurfactants offrent ainsi des alternatives plus
respectueuses de l'environnement par rapport aux surfactants traditionnels d'origine
pétrochimique.

11.9.2 Industrie cosmétique

Les biosurfactants présentent des propriétés uniques qui les rendent potentiellement
utiles dans l'industrie cosmétique. Leur activité anti-rides et hydratante sur la peau humaine
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en fait des candidats intéressants pour les produits de soins de la peau. De plus, ces
biomolécules sont caractérisées par leur activité antioxydante et antimicrobienne, ce qui peut
apporter des avantages supplémentaires [162].

En tant qu'agents nettoyants et anti-rides, les biosurfactants stimulent la production de
collagene et délastine dans la peau. Leurs propriétés anti-radicalaires et hydratantes les
rendent attractifs pour la formulation de produits de soins de la peau. En remplacant les
surfactants chimiques par des biosurfactants, il est possible de favoriser la guérison de lésions
cutanées mineures [163].

Parmi les biosurfactants, les rhamnolipides se sont révelés efficaces dans divers traitements de
la peau, tels que la cicatrisation des plaies, la guérison des brilures et le traitement des rides.
Des entreprises cosmétiques aux Etats-Unis ont déja développé et commercialisé des produits
formulés a base de lipopeptides, qui sont des biosurfactants, en tant qu'agents anti-age [164].
L'utilisation des biosurfactants en industrie cosmétique offre la possibilité d'incorporer des
ingrédients naturels et durables dans les produits de soins de la peau. Leurs propriétés uniques
et leurs avantages potentiels en termes d'hydratation, de stimulation du collagene et d'activité
antimicrobienne en font des alternatives prometteuses aux surfactants chimiques traditionnels.

11.9.3 Agriculture

Les biosurfactants trouvent également des applications dans Il'agriculture en
contribuant a I'élimination des agents pathogenes des plantes et a l'amélioration de la
biodisponibilité des nutriments pour les microorganismes bénéfiques associés aux plantes.
En tant gqu'antagonistes, les biosurfactants empéchent la propagation des zoospores, qui sont
des formes de spores mobiles des pathogenes, dans les systemes de culture sans sol, tels que
I'nydroponie. Cela aide a contréler les infections fongiques et a réduire les dommages causés
aux plantes par ces agents pathogenes [165].

De plus, les biosurfactants peuvent étre largement utilisés pour ameliorer la qualité des sols
agricoles en assainissant les sols contaminés. lls aident a dégrader les composés toxiques, tels
que les pesticides et les hydrocarbures, présents dans les sols contaminés, contribuant ainsi a
restaurer leur fertilité et leur santé [166].

Ces applications des biosurfactants en agriculture offrent des avantages potentiels tels que la
protection des plantes contre les pathogénes, I'amélioration de la santé des sols et la
promotion de la croissance des microorganismes bénéfiques pour les cultures.

11.9.4 Industries alimentaires

Les biosurfactants sont largement utilises dans l'industrie alimentaire pour différentes
applications. lls sont utilisés comme émulsifiants dans le traitement des matieres premieres, y
compris dans l'industrie de la viande et dans la fabrication de vinaigrettes. Leur capacité a
stabiliser les émulsions est particulierement bénéfique pour améliorer la texture et la stabilité
des produits alimentaires.

En tant qu'additifs alimentaires, les biosurfactants sont utilisés pour améliorer la stabilité de la
pate, le volume et la texture des produits de boulangerie. L'ajout de surfactants rhamnolipides,
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par exemple, peut contribuer a améliorer la conservation des produits de boulangerie, ce qui
est essentiel pour assurer leur fraicheur et leur durée de vie [167].

Ces applications des biosurfactants dans l'industrie alimentaire offrent des avantages tels que
I'amélioration des propriétés fonctionnelles des aliments, la stabilisation des émulsions et
I'amélioration de la conservation des produits.

11.9.5 Biomédical

Au cours de la derniére décennie, l'utilisation des biosurfactants dans le domaine
médical a connu une augmentation significative. Ces molécules se révelent étre des agents
thérapeutiques pertinents, présentant des activités antibactériennes, antifongiques et
antivirales. Ils trouvent des applications dans la lutte contre de nombreuses maladies
infectieuses, les soins de santé publique, sans nécessiter l'utilisation de drogues synthétiques
et de produits chimiques[168].

Les biosurfactants ont également trouvé des applications avantageuses dans d'autres
domaines.

e Dans le secteur de haute technologie, tels que [l'impression eélectronique,
I'enregistrement magnétique et la micro-électronique, ils sont utilisés pour améliorer
les performances des dispositifs électroniques [169]. De plus, dans le domaine des
nanotechnologies, les biosurfactants sont utilisés dans la fabrication de
nanoparticules d'argent, de tiges de NiO, et d'autres applications [170].

e Dans le secteur de la détergence : les biosurfactants sont des composants essentiels
de la formulation des détergents. Ils représentent en moyenne 20% de la composition
des detergents [171]. Les lipopeptides cycliques (CLP), par exemple, se sont avéres
stables dans une large gamme de pH et conservent leurs propriétés tensioactives
méme a des températures élevées. lls ont également montré une capacité d'émulsion
avec des huiles végétales et une excellente compatibilité et stabilité avec les
détergents a lessive commerciaux, ce qui les rend adaptés a étre inclus dans les
formulations de détergents [172].

Ces diverses applications des biosurfactants, tant dans le domaine médical que dans d'autres
secteurs, démontrent leur polyvalence et leur potentiel pour remplacer les produits chimiques
synthétiques par des alternatives plus durables et respectueuses de lI'environnement.
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Matériel et méthodes



Conditions du travail

Toutes les manipulations doivent étre faites selon les conditions aseptiques usuelles
dans le travail microbiologique, en utilisant un mateériel stérilisé a proximité de la flamme
d’un bec benzéne, en passant a la flamme les orifices des tubes et des flacons ; et une
stérilisation de tous ce qu’est liquide par autoclavage a 120 °C pendant 20 min.

l. Meéthodologie de travail :
1.1. Prélevement des échantillons :

Sur terrain, les échantillons du sol sont prélevés a partir de 40 cm de profondeur selon
la norme NF ISO 11464-1998 pour les analyses physicochimiques et a une profondeur de 20
cm selon la norme 1SO 10381-1994 pour les analyses microbiologiques.
Les échantillons destinés aux analyses microbiologiques sont conservés dans des flacons a 4
°C, par contre ceux destinés aux analyses physicochimiques sont d’abord séchés a I’air libre
et tamisés pour eliminer les débris puis conservés dans des flacons a 1’abri de la lumiére a 4
°C.

1.2. Analyses physico-chimiques du sol :

1.2.1 Analyse physique :

o Granulométrie :

La composition granulométrique caractérise la texture du sol, elle détermine les
proportions relatives du gravier, sables, limon et argiles, obtenue apres ruptures des agrégats
et dispersion de 1’argile.

Pour réaliser 1’analyse granulométrique du sol, on utilise des tamis qui contiennent des
ouvertures carrées de dimensions normalisées. La dimension des tamis est donnée par
I’ouverture de la maille, c'est-a-dire par la grandeur de 1’ouverture carrée.

On se reporte aux recommandations de la norme frangaise NF X 11.507 pour effectuer les
analyses granulométriques dans les meilleures conditions a savoir :

- Tamiser le sol successivement sur les tamis normalisés AFNOR n° X 11.507 et noter la
masse retenue sur chaque tamis.

- Calculer, a partir de ces résultats, la masse du sol qui a traversé chaque tamis et
I’exprimer en pourcentage.

o Préparation de lixiviation de sol :

* Mode opératoire :
Selon la norme (Normes NFX 31 160), I'extraction est réalisée selon le protocole suivant :
- Introduire 100g d'échantillon de sol dans un bécher contenant 1000 ml d'eau distillée ;

- Agiter pendant 2 heure (15tr/min) et laisser décanter
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1.2.2 Analyse physico-chimique :

o Mesure de pH par électrométrie :

Le pH est déterminé par la différence du potentiel existant entre une électrode en verre et
une électrode de référence plongeant dans la solution du sol. Cette différence du potentiel est
une fonction linéaire du pH de cette solution.

La valeur du pH est celle affichée par le pH metre de type sens ION+pH31 apres sa
stabilisation.

Photo 1.1 : Spectrophotometre type sens ION+pH 31

o Conductivite électrique (CE) :
La conductiviteé électrique est mesurée sur I’extrait filtré de sol. Elle doit étre exprimée
en décisiemens par meétre (ds/m) (BAIZE, 2000) [173]. Elle a été déterminée par un
conductimeétre de type HQ430d flexi.

1.2.3 Analyses chimiques :
o Dosage des nitrates :

Le dosage des nitrates nécessite une mise en ceuvre préliminaire d'une réaction colorée
spécifiques de I'élément recherché selon la réaction suivante (Normes NFX 31 160) :

Cadminm métalligue Acide sonalique Acide genticigue
NIrates e——— Nitrites e S o] e déa zonin ) = Com []'l'E Xe
”Ré‘dufﬁﬁ"” rolorée

Ce dosage par spectrophotométre est effectué a une longueur d'onde de 400 nm pour les
faibles concentrations et de 500nm pour les fortes concentrations.

Le dosage s'effectue a I'aide d'un spectrophotometre (DR3900) a une longueur d'onde de 500
nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en nitrate.
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o Dosage des nitrites :

Le dosage des nitrites necessite une mise en ceuvre préliminaire d'une réaction colorée
spécifique de I'¢élément recherché. Dans ce cas, la réaction dépend de la teneur en nitrites.

Pour les faibles concentrations, la réaction est la suivante (Norme NFT 90-013) :

Acide sulfanilique Acide chromotroniaoue

. . N
Nitrite —— Sel de déazomium ——\F Complexe rose

Pour les fortes concentrations, la réaction est :

Sulfate ferreux L \Lﬂll ferreux

—li.

Mitrite —_— O xyde nitreux Complexe brun

L'intensité de la coloration est proportionnelle & la concentration en nitrites.

Le dosage s'effectue a l'aide d'un spectrophotomeétre (DR3900) a une longueur d'onde de 580
nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en nitrite.

o Evaluation du taux de la biodégradabilité des hydrocarbures (B%b) :

Evaluation du taux de la biodégradabilit¢é des hydrocarbures est une méthode
normalisé (Norme ISO 9 408, 1991) qui consiste a évaluer ou estimer la biodégradation
ultime des composes organiques par voie biologique en aérobiose.

Selon la norme 1SO 9 408, le taux de biodégradabilité est calculé selon la formule suivante :

B (%) =DBO / DCO

o Détermination de la demande chimique en oxygeéne (DCO)

Le test de la DCO selon la norme NFT 90-101 consiste la mesure de l'oxygéne
équivalent a la quantité des matiéres organiques oxydables par le dichromate de potassium
(K5Cr,07). Dans une solution d'acide sulfurique a 50%, un composé a base d'argent est ajouté

comme catalyseur et un autre mercurique est ajouté pour réduire les interférences dues a
I'oxydation des ions chlorures par le dichromate, d’apres la réaction :

Matieére organique + yK,Cr,0; + zH,SO 4 ===+ CO2 + VH,0 + nCr, (SO4)3 + mK,SO,
Y, Z, v, n, m : sont des nombres stoechiométriques

L'oxydation effectuée a une température de 150°C pendant deux heures, le lecteur se fait a
I'aide du spectrometre DR3900 a une longueur d'onde de 600nm.
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o Détermination de la demande biologique en oxygene (DBO5)

Selon la norme NFT 90-103, la mesure de la DBO repose sur la quantification de
I'oxygéne consommé apres 5 jours d’incubation de 1'échantillon.

Au cours de l'incubation de I'échantillon a l'obscurité et a 20°C, se produisent des réactions
physico-chimiques et biologiques qui se traduisent par un métabolisme de la matiere
organique et une consommation d'oxygeéne. Si I'eau contient des concentrations importantes
en substances réductrices celle-ci absorbent rapidement I’oxygéne dissout dans d'eau. Deux
réactions d'oxydation se produisent,

1 Une oxydation lente par voie chimique des composes organiques et minéraux.
1 Une métabolisation des matieres organiques assimilables.

o Matieres en suspension (Norme NF T 90 105) :

Le lixiviat est filtré et le poids des matiéres retenues sur le filtre est déterminé par
différence de pesée. Le taux de matieres en suspension exprimé en mg/l est donné par la
formule :

MES (mg/l) = (m2-m1) /PE x 10°

mz = la masse du filtre vide (en g)
m2 = la masse du filtre plein (en g)
PE = le volume de la prise d’essai d’eau a analyser (en ml)

1.3 Analyses microbiologiques du sol :

o Dénombrement de la microflore totale en aérobiose :

Afin de dénombrer la microflore existante dans les échantillons de sol contaminés par
les hydrocarbures, nous avons procédé a une culture sur gélose nutritive, une série de dilution
variant de 10 4 107" a été préparée selon les étapes suivantes :

Préparation de la solution meére :

Une quantité de 1 g de sol est introduite dans un tube a essai contenant 9 ml d'eau
physiologique préalablement autoclavee . Le tube est ensuite agité énergiquement pendant 2
minutes, le contenu du tube représente la solution mére.

Préparation des dilutions :
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1 ml de la solution mere est ajouté dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile, le mélange représente la dilution 102, 1 ml de cette dilution est mélangé
avec 9 ml d’eau physiologique, correspondra a la dilution 102, On continue ainsi jusqu'a la
dilution 10°°.

Ensemencement par étalement sur gélose nutritive :

Le milieu gélosé préalablement fondu est réparti dans des boites de pétri a une hauteur
d'environ 3 a 4 mm qu’on laisse ensuite refroidir. 0,1ml de chaque dilution est prélevé a I’aide
d'une pipette Pasteur puis déposé sur la gélose, ensuite étalé sur toute la surface du milieu.

La figure ci-dessous représente les différentes étapes de dénombrement des colonies
microbiennes

1g d'échantillon de sol

v‘

Suspension mére

L% “”«%ﬁ%?

éﬁﬁ § et
Il

=

~

Incubation a 30 C° 24-48 h

——

Figure 1.1 : Méthode d’analyse microbiologique.

Apres 24h a 48h d'incubation a 30°C, les colonies développées sont dénombrées a l'aide d'un
compteur de colonies. Le nombre de germes par gramme de sol est déterminé en calculant la

moyenne arithmétique des résultats obtenus et en tenant compte des facteurs de dilution, selon
la formule

N = n/d.v

D’ou :
N : nombre des microorganismes en UFC/ ml.
n : nombre des colonies dénombrées.
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V : Volume preélevé (0.1ml).
d : Dilution (MARCHAL et BOURDON, 1982).

I1. Production de biosurfactant :

» Milieux de cultures utilisés :
Dans ce travail nous avons utilisé deux milieux de culture, I’un pour la croissance de bactérie
productrice (milieu Luria Bertani) et ’autre pour la production de biosurfactant (milieu
Minimum).
Le tableau ci-dessous représente la composition chimique des milieux de cultures utilisés.

Tableau 11.1 : composition chimique des milieux de cultures

Milieu de Milieu Luria Bertani (LB) | Milieu Minimum (MM)
culture
e 19gNH4NO3
e 10 g peptone, e 0.29gK2HPO4
Composition | e 5 g extrait de levure, | e 1gKH2PO4
chimique | 10gNaCl, e 10gNaCl
e 1L d’ecau distillée e 0.2gMgSO4
e 0.02gcCaCl2
e 1L d’cau distillée
pH de milieu 7,0£0,2 8,0£0,2

Les milieux de culture, remplis dans des erlenmeyers fermés hermétiquement ont été stérilisés
par autoclavage a 120 °C pendant 20 min.

» Sources de carbone utilisée :
Nous avons utilisé une seule source de carbone hydrophobe pour la production de
biosurfactant : I’huile d’olive. Elle est ajoutée au milieu aprés sa stérilisation sur des filtres a
seringue de 0,22 um stérile.

I1.1 Préparation de la préculture :

La préculture est effectuée dans un erlenmeyer de 500 mL contenant 100 mL de milieu
Luria Bertani (LB).

Apreés avoir stérilisé le milieu LB par autoclavage, on préléve une colonie de la souche
bactérienne a 1’aide d’une anse en platine stérile, et on 1a met dans I’erlenmeyer. Ensuite la
préculture est mise dans un incubateur (shaker) a 30 °C sous agitation (200 rpm) pendant 24h.
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11.2 Production de biosurfactant :

La production de biosurfactant est faite dans des erlenmeyers de 2L contenant 1 L de
MM, ajouté d’une préculture bactérienne de la souche productrice (déja prépare au paravent),
un volume de 10mL d’huile d’olive et 3 a 4 gouttes de FeClz sont ajoutés aussi. Les
erlenmeyers sont incubés a 30 °C sous une agitation de 200 tr/min pendant 72h.

Photo 112.a : Milieu de culture de production de biosurfactant de la souche S7 avant
incubation

Photo 11.2b : Culture de production de biosurfactant de la souche S7 apres la période
d’incubation.

11.3 Evaluation de la production de biosurfactant :

La production de biosurfactant a e€té détectée par la mesure de trois grandeurs qui sont le
déplacement de pétrole (DDP), la tension superficielle (TS) et I’indice d’émulsification (E24).
Pratiqguement, un volume bien déterminé de la culture bactérienne a été centrifugé a 4500
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tr/min pendant 30 mn a 4°C, le surnageant récupéré est utilisé pour les techniques de mesure
ci-dessous.

v Déplacement de pétrole DDP :

Dans une boite de Pétri de 10 cm de diametre, on dépose 40 mL d’eau distillée, puis on
rajoute une quantité de 100 puL de pétrole a ’aide d’une micropipette, sur la surface de 1’eau
on dépose 50 pulL de surnageant de culture au centre délicatement. Aprés 30 secondes, on
mesure le diametre de déplacement de pétrole halo (zones claires). Plus le diamétre est grand,
plus la production de biosurfactant est importante [174].

o Zone claire
Ajout au centre d’eau distillée

50 pul de

Boite de Pétri surnageant de la

contient 40 ml

Diamétre de dispersion

=\

d’eau distille +

un  volume de -

100 uL de petrole Dispersion
déplacement du  petrole

Figure 11.1: Test de la dispersion du pétrole.

v Tension superficielle (TS) :
La Tension de superficielle du biosurfactant présent dans le surnageant de culture est
mesurée a I’aide d’un tensiométre (modele GIBERTINI TSD 132389) [175].

Photo I1.5 : Mesure de la tension de surface a I’aide d’un tensiométre.

v" L’indice d’émulsification (E24) :

Ce test permet de vérifier la capacité des souches microbiennes a émulsionner une phase
hydrophobe dans une phase hydrophile (le surnageant de culture) [176]; Le protocole
consiste a mélanger 4 mL de surnageant avec 4 mL d’une source hydrophobe dans des tubes.
Les tubes sont agités au vortex pendant 2 min puis laissés se reposer pendant 24 h a
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I’obscurité, la comparaison est faite avec le témoin qui est constitu¢ du 4 mL d’une source

hydrophobe incorporés dans 4 mL d’eau distillé.
Nous avons calculé I’indice d’émulsion (E24) qui représente le rapport de la hauteur de
I’émulsion formée sur la hauteur totale du mélange multiplié par 100 par la formule suivante :

E24(%) = He/Ht x 100
E24 : Activité d’émulsification des 24h.

He : Hauteur de I’émulsion formée.
Ht : Hauteur totale du mélange.

Avant Emulsification Aprés Emulsification
»~ Y Frs, o AT -
{ ¢ 3
N - A
et == PR el
‘s
| Phnets
Mg
| dpersie
! ) Phase 20
) | Phae
\x___ - t ~ ~———— _,-/ divperrantc
: iy
] Actionde femulatiant+ aptation

Figure 11.2 : Teste d’indice d’émulsification.

I1.4 Récupération de biosurfactant :
La récupération de biosurfactant produit par la souche S7 a été faite selon les étapes
suivantes :

11.4.1 Centrifugation :

Aprés avoir une production maximale de biosurfactant en 72h, nous repositionnons le
contenu de I’erlenmeyer dans des flacons spéciaux et mettons dans la centrifugeuse a 4500
tr/min pendant 30 min a 4 °C afin de récupérer le surnageant de culture contant le
biosurfactant.

11.5.2 Filtration :

La filtration permet de séparer efficacement la biomasse restante en suspension apres
la centrifugation, ce qui permet d’obtenir un surnageant plus pur.
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Photo 7a : filtration avec papier filtre Photo 7b : filtration sous vide
Photo I1.7: Filtration avec deux méthodes.

11.5.3 Acidification :

Nous avons abaissé le pH de surnageant a 2, en ajoutant une solution de HCI (6M),
puis on les laisse au réfrigérateur pendant 24 h. On centrifuge en deuxiéme fois le surnageant
a 4500 tr/min pendant 30 min a 4 °C pour confirmer I’existence de biosurfactant (soit dans le

culot ou dans le surnagent). Apres avoir testé les deux parties (culot + surnagent) nous avons
confirmé que le biosurfactant existe dans le surnagent.

11.5.4 Extraction :

Le tableau ci-dessous montre les méthodes d’extraction de biosurfactant utilisées :
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Le tableau 11.2 : les méthodes d’extraction de biosurfactant utilisées

Solvant d’extraction

Meéthodes utilisées

e Acétate d’éthyle

On récupeére le surnageant contenant le biosurfactant en le mélangeant
avec de 1'un des solvants (v/v). Ce mélange est ensuite agité
vigoureusement dans une ampoule a décanter, puis laisser au repos
pendant 24h

Une fois que les phases se sont séparées, on procede a la décantation de
la premiere phase. La phase organique (le solvant contenant le
biosurfactant) se trouve en haut, tandis que la phase aqueuse (le milieu de
culture) se trouve en bas, sauf pour le chloroforme-méthanol la phase
aqueuse se trouve en haut et la phase organique se trouve en bas de
I’ampoule.

e Ethanol

Nous mettons le volume de surnageant dans un erlenmeyer et nous
I'ajoutons de I'éthanol (remplie dans une burette graduée) a la fois. Le
surnageant est précipité avec 3 volumes d'éthanol contre un volume de
celui-ci. La précipitation est favorisée par le froid en mettent de la glace
autour de l'erlenmeyer qui contient le surnageant. La solution obtenue est
laissée au réfrigérateur a 4°C pendant une nuit. Elle est ensuite
centrifugée au froid (a une température de 4°C) pour récupérer le produit.
Enfin, le produit est solubilisé dans un volume d'eau distillée puis pesé.

Photo 11.8 : Extraction avec 1’acétate d’éthyle.

Apres avoir obtenu la phase organique contenant le Biosurfactant, on utilise I'évaporateur
rotatif pour distiller le solvant et concentrer le Biosurfactant.

65




I1.5.5 Rendement d’extraction

R= (m Biosurfactant récupéré AV culture de production)

Avec :
M Biosurfactant récupéré - Masse de biosurfactant récupéré en grammes.
V culture de production - VOlume de la culture de production en litre.

11.6 Dilution Micellaire Critique (CMD)

La dilution micellaire critiqgue (CMD) est définie comme la solubilité d'un tensioactif
dans une phase aqueuse, elle est couramment utilisée pour mesurer I'efficacité d'un tensioactif
[177] Pour déterminer la CMD, on a mesuré la tension superficielle et le diameétre de
déplacement de pétrole de surnageant de culture d’une série de dilutions de 1 a 1000 [178]

I1.7 Concentration Micellaire critique (CMC)

La concentration micellaire critique (CMC) s'agit d'une mesure directe de la
concentration en tensioactif correspondant a la concentration d'un composant amphiphile au
niveau duquel la formation de micelles est initiée dans la solution [179].

La CMC du biosurfactant produit a été déterminée par les méthodes standard [180][181] sur
une gamme de concentration de 0 a 1800 mg/L.

11.8 Caractérisation structurale de biosurfactant par FTIR

La caractérisation de biosurfactant par spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR) est une méthode couramment utilisée pour analyser la structure et identifie les
bandes d'absorption caractéristiques des groupes fonctionnels présents dans le biosurfactant.
’analyse a été faite dans une plage appropriée de 4000 a 400 cm™, avec un appareil de type
Thermo Scientific Nicolet iS10.

I’interprétation a été faite en comparant les positions des bandes d'absorption obtenue avec les
bases de données spectrales ou avec les spectres de la littérature [182].

I1.9 Essai de ’application de biosurfactant dans la remobilisation d’huile de
moteur contaminant le sable (sol synthétique) sur colonne

Une colonne en verre mesurant 60 cm de hauteur x 4 cm de diamétre a été initialement

remplie avec 200 g d'un mélange contenant le sable et 10 % d'huile moteur. La surface a
ensuite été inondée de 200 mL de surnageant de culture de production de biosurfactant BS7.
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La percolation de la solution de biosurfactant a été surveillée pendant 24 h, jusqu’a aucune
autre percolation de la solution n'a été observée. Aprés le lavage de la colonne par le
surnageant de culture, les échantillons de sol ont été lavés avec 20 ml d’hexane pour éliminer
I'nuile résiduelle. Le solvant a €té évaporé a 50°C et la quantité d'huile retirée a été déterminée
par gravimétrie comme décrit ci-dessous :

Huile récupérer = (hi —hr) / hi * 100
D’ou:
hi : est la masse d’huile initial dans le sable avant le lavage en g.
hr : est la masse d’huile restant dans le sol aprés le lavage en g.
L’eau distillée est utilisée comme un témoin en suivant le méme mode d’opératoire.

Les déférentes étapes d’application de surnageant de culture sur le sable contaminé par 1’huile
de moteur sont illustrés dans le tableau ci-dessous [183].
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Tableau 11.3 : Les étapes d’¢élimination d’huile de moteur du sable contaminé sur colonne.

‘_q,‘ - ’”

\/——’

Préparation de mélange de sable avec I’huile
de moteur

@

Remplissage de la colonne par le sable
contaminé

.

Lavage du sable avec le surnageant de
culture de la souche S7

p.

Lavage du sable par I’hexane apres 24h de
percolation

L’huile de moteur récupéré apreés
concentration de solvant
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11.10. Remobilisation des hydrocarbures contaminant le sol a P’aide de
biosurfactant BS7 (sol réel)

La grande capacit¢ des biosurfactants a former des émulsions stables avec les
hydrocarbures, indique leur tendance a améliorer la remobilisation des hydrocarbures a partir
des sols contaminés [184] Le lavage des sols pollués par les hydrocarbures, a I’aide des
solutions de biosurfactant peut donc réduire leur degré de contamination.

Afin de remobiliser les hydrocarbures contaminants le sol, 10 g de sol contaminé réellement
ont été ajoutés a 100 ml d’une solution de biosurfactant de concentration égale a celle de la
CMC. Ensuite, le mélange a été mis sous agitation de 200 tr/min a la température ambiante
pendant 2 h, et le surnageant (contenant les hydrocarbures) a été récupéré par centrifugation.
Les hydrocarbures ont ensuite été extraits deux fois par le dichlorométhane et concentré par
évaporateur rotatif. [175].

Le Tween 80 (surfactant chimique) et I’eau distillée sont utilisés comme témoins.

Le sol avant et aprés traitement est analysé avec la spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier FTIR afin de déterminer les fractions remobilisées durant 1’expérience.

La quantification des hydrocarbures est réalisée par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a un spectrometre de masse, de marque SHIMADZU ; type GCMS-QP2020NX. Le
gaz porteur est ’hélium, utilisé¢ a un débit de 24 ml/min, la température de 1’injecteur a été
fixée a 300°C.

Le programme du gradient de température est comme suit : 2 min a 40°C, puis la température
augmente jusqu'a atteindre 230°C a raison de 20°C/min. la température passe par la suite de
230 a 300°C pendant 2 min pour enfin se stabiliser a 300°C pendant 10 min [185].

Les differentes étapes de remobilisation des hydrocarbures sont illustrées dans le tableau ci-
dessous :
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Tableau 11.4 : Les différentes étapes de remobilisation des hydrocarbures du sol par le

BS7

Meélange de sol contaminé par
les hydrocarbures et les
solutions de biosurfactant

4

Extraction de hydrocarbures
récupérés par extraction
liquide-liquide

Phase organique apres
décantation (hydrocarbure et
dichlorométhane)

Les hydrocarbures récupérer
apres le traitement

U

Quantification des
hydrocarbures par GC-MS
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Résultats et discussions
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I. Analyses physicochimiques du sol :
I.1 Analyse physique :
a. Granulométrie

Les résultats des analyses granulométriques de notre échantillon de sol sont
représentés par la Figure 1.1 qui fait ressortir une prédominance de la fraction sableuse dans
notre ¢échantillon de sol avec 26,34% de sable grossier, 3.16% de sable moyen, 18.74% de
sable fin et 11.04% de sable limoneux, les autres fractions sont représentées par 35.56% de
limon et 5.16% d’argiles.

Le sol étudié¢ est donc classé comme trés sableux selon le triangle textural du Groupement
d'Etudes des Problémes de Pédologie Appliquée : GEPPA, Figure L.2.

L’importance de la fraction sableuse dans le sol étudié suggére une bonne perméabilité
facilitant ainsi la circulation des fluides contenants les nutriments et [’oxygeéne qui seront
d’autant plus accessibles aux microorganismes que le milieu est perméable, sa diminution va
limiter leur extension, aboutissant a la fin a une mauvaise biodégradation [15]. En effet, une
faible perméabilité limite le passage d’air nécessaire pour promouvoir la croissance
bactérienne[6].

Cependant, la faible proportion en argile de notre sol affecte négativement 1’activité
microbienne puisqu’on peut considérer que la fraction d’argile se comporte comme une sorte
d’entrepot dans lequel serait mise en réserve une partie de ressources nutritives, assurant de
cette fagon aux microorganismes un plus grand étalement dans I’espace et la disponibilité des
nutriments et de 1’eau [186].

POURCENTAGE
26.34%

35,56% ./‘ .Q_ 3,16%

5,16%

- 18,74%
11,04%
m Sable grossier = Sable moyen Sable fin
Sable limoneux = Limon = Argile

Figure 1.1: Composition granulométrique du sol étudié.
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Figure 1.2 : Triangle Textural.(Denis et al.1995)
1.2 Analyses physico-chimiques :
Les résultats des différents parameétres physico-chimiques sont représentés dans le Tableau 1.1

Tableau 1.1 : Parametres physicochimiques de sol étudie

PARAMETRES RESULTATS
Conductivité 0.1915 dS/m
pH 6,64+0,04
Oxygene dissous 5.95 mg/I
Température 24.8°C

La valeur du pH est de I’ordre de 6,64 indique une légére acidité, comparativement & un sol
neutre aurait un pH égal a 7. La légére acidité du sol peut étre attribuée a plusieurs facteurs,
tels que la présence de matiere organique décomposée ou la composition minérale spécifique
du sol.

Par ailleurs, la conductivité électrique est de I’ordre de 0,1915 dS/m elle est suggérée comme
une faible conductivité, pour notre échantillon, la conductivité faible peut indiquer une faible
concentration d'ions dissous, ce qui peut étre associé a une faible salinité du sol.

D’autre part 1’oxygéne dissous de 5,95 mg/l indique la quantité d'oxygene présent dans
lixiviation du sol, elle est élevée, une teneur en oxygene dissous relativement élevée est
généralement considérée comme bénéfique pour le développement des racines des plantes et
pour les processus de décomposition des matiéres organiques.
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La température de 24,8 °C fournit des informations sur les conditions environnementales
locales, cela peut avoir un impact sur les processus biologiques et chimiques se produisant
dans le sol.

1.3 Analyses chimiques :
Les résultats des différents paramétres de pollution sont représentés dans le Tableau 1.2

Tableau 1.2 : Parametres de pollution de sol contamine étudie

PARAMETRES RESULTATS
Azote total 17.5mg/L
Nitrates (mg/l) 0.53mg/L
Nitrites (mg/l) 1.596mg/L
DCO 65 mgO2/L
DBO5 35mgO2/L
MES 113 g/l
DBO/DCO 0.54

La concentration d'azote total dans le sol étudie est de 1’ordre de 17.5 mg/L. Il est important
de surveiller les concentrations de nitrates, en particulier dans les zones ou I'agriculture
intensive est pratiquée. Par résultante la concentration de nitrates dans le sol étudie est de 0.53
mg/L.

Nous avons trouve que la concentration de nitrites dans le sol est de 1’ordre de 1.596 mg/L. La
présence de nitrites peut indiquer une dégradation de la matiére organique dans le sol.

La demande chimique en oxygene totale (DCO) est de 65 mgO2/L ; Une demande chimique
en oxygene élevée peut indiquer une contamination organique du sol.

Et encore la demande biologique en oxygéne sur 5 jours (DBOs) est de 35 mgO2/L, une DBOs
élevée peut indiquer une pollution organique récente.

La concentration de MES dans le sol est de 113 g/L ; Des niveaux élevés de MES peuvent
indiquer une érosion du sol ou une activité humaine perturbant I'environnement.

Dans le contexte général, une DBO/DCO de 58,3% pourrait indiquer un niveau de
contamination organique relativement élevé dans le sol Saharien étudié. Cela suggeére la
présence d'une quantité significative de matieres organiques qui nécessitent une demande en
oxygene importante pour leur dégradation biologique et chimique.
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1.4 Analyses microbiologiques du sol :

a. Dénombrement de la microflore totale :

o

o g il ;
o ‘
Photo 1.1 : Une nappe de microflore

Il ressort de cette photo qu’il y a une présence d’une microflore dans notre
échantillon, mais 1’échantillon de 1’avant traitement est trés riche en concentrations
bactériennes, il se trouve qu’aprés 10-° de dilution la microflore est indénombrable.

Contrairement & 1’échantillon qui contient le sol traité par le surnageant 07 qui contient le

biosurfactant & une dilution 10, il présente une faible microflore avec une valeur de 1,1 108
UFC/g de sol sec.

L’importance de la microflore autochtone du bourbier suggére la possibilité de cette derniére
a assurer la biodégradation des hydrocarbures, sachant que selon Margesin et Schinner ,une

6

teneur > 10~ germes/g de sol sec est suffisante pour procéder a la biodégradation de ces

COmMpOsés.

I1.1 Evaluation de la Production de Biosurfactant :

D’apres le travail réalisé, un isolat bactérien marin (S7) a été choisi d’une collection
de 16 isolats des bactéries marines du Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et de
Biomolécules (Université Blida 1). La souche bactérienne semble la plus performante vu la
production maximale de biosurfactant, en tenant compte 1’abaissement de tensions
superficielle, le grand diametre de déplacement de pétrole, et la formation des émulsions, les
résultats sont mentionnés dans le Tableau 11.1.
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Tableau I1.1: TS, DDP et E24 de la production de biosurfactant par la souche S7.

Souche TS DDP E24
Bactérienne (mN/m) (mm) (%)
S7 28.36 80 HO Keérosene

75% 62.5%

D’aprés les résultats obtenus, la souche S7 a été considérée comme une souche
performante productrice de biosurfactant avec un diameétre élevé de déplacement de pétrole,
une tension superficielle trés basse de 28,36 mN/m, indiquant de bonnes propriétés
tensioactives. Ainsi, le biosurfactant a une activité émulsifiante intéressantes vis-a-vis 1’huile
d’olive et le kéroséne supérieur a 50%. Les résultats de la souche S7 sont donnés dans les
figures 1.1 et 11.2.

Figure 11.1 : Résultat de test E24 de la Figure 11.2 : Résultat de test E24 de la S7
avec Kéroséne (62.5%) S7 avec I’huile d’olive (75%).

Avant Apres

Figure 11.3 : Déplacement de Pétrole de la souche S7 (80mm)
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Noha et al. }187] ont rapporté que la technique de « Déplacement du pétrole » est une
méthode fiable pour mise en évidence de la production de biosurfactants. Cipinyté, et al.
[188] ont montré la présence d’une relation proportionnelle entre la concentration des
biosurfactants et la surface de la zone claire de déplacement du pétrole.

Mulligan et al.[161] ont indiqué qu’un bon biosurfactant peut réduire la tension
superficielle de I’eau de 72mN/cm a 35mN/cm, et la tension interfaciale (entre un liquide
polaire et apolaire) de 1’eau contre le n-hexadécane de 40 mN/cm a 1 mN/cm.

Mukesh et al. [189] ont trouvé que I’indice d'émulsification differe selon la nature du
biosurfactant et du microorganisme producteur et que 1’activité d’émulsification du
biosurfactant produit par Bacillus sp. testée avec différents hydrocarbures, a montré que
I’indice le plus ¢€levé a été obtenu avec I’huile de mais, suivi par le kéroseéne et I’huile de
tournesol.

Pereira et al. [190] ont isolé une souche appartenant au genre de B. subtilis a partir
d’un champ pétrolier au Brésil, avec un pouvoir émulsifiant de n-hexadécane de 52,7%. Des
résultats proches ont été enregistrés chez la méme espéce par Benincasa et Accorsini, et
Lovaglio et al. avec un index d’émulsion de 50% et 58% respectivement. Egalement, certains
auteurs ont signalé que différentes souches de Pseudomonas aeruginosa sont dotées de
pouvoir émulsifiant et stabilisateur de plusicurs types d’hydrocarbures et des huiles
[191][192].

11.2 Production de Biosurfactant
Aprés 72h d’incubation dans les conditions optimales, la production de biosurfactant par la
souche bactérienne S7 a été étudiee sur le milieu MM, (Figure 11.4) on a remarqué :

e Apparition d’une couleur blanche de lait.

e Consommation totale de la couche huileuse.

=2

Temoin

-

Figure 11.4 : Production de biosurfactant par S7 Figure 11.5: Temoin chimique
apres 72h d’incubation (Milieu minimum + HO) aprés 72h
d’incubation
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11.3 Extraction de biosurfactant :

11.3.1 Extraction par Acétate d’éthyle :

Aprés avoir effectué I’extraction de biosurfactant avec deux solvants (Acétate d’éthyle et
Ethanol) nous avons obtenu les résultats suivants :

La méthode d’extraction par 1’acétate d’éthyle, a donné aprés évaporation du solvant un
extrait sous forme d’une substance qui ressemble a des gouttes huileuses jaunatres solubles
dans I’eau avec tous les caractéres d’un biosurfactant (Figurell.7).

Figure 11.7: Biosurfactant brute.

11.3.1.1 Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction de biosurfactant brut avec I’acétate d’éthyle est de 1’ordre
de 1 g.L . Ce rendement de production obtenu avec la souche bactérienne S7 est dans les
normes par rapport aux autres rendements obtenus cités dans la littérature. Chooklin et al. ont
rapporté un rendement de 2,6 g/L de biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas
aeruginosa en utilisant de I'huile de tournesol comme source de carbone. Abouseoud et al.
[179] ont obtenu un rendement similaire 2 g/L avec 1’huile d’olive comme source de carbone.
Ainsi, Eddouaouda et al. [175] ont trouvé un rendement de 2.1 g/L de biosurfactant avec
I’huile d’olive comme source de carbone. Wadekar et al. [193] ont obtenu un rendement de
2.8 g/L avec I’huile de friture a 5% (m/v) par une souche de Pseudomonas aeruginosa. Ferhat
et al. [194] ont enregistré un rendement de production de 2 g/L pour une souche de
Brevibacterium sp et 2.5 g/L pour une souche d’Ochrobacterum sp avec 1’hexadecane a 2%
(v/v) comme source de carbone.
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11.3.2 Extraction par éthanol

Précipite du BS

Figurell.8: Avant /apres extraction de BS7 Figurell.9 : Précipité de BS aprés 24h a 4 C.
avec 1’éthanol a froid.

11.3.2.1 Rendement d’extraction

Dans cette expérience, I’extraction de biosurfactant BS7 a été réalisée avec 1’éthanol a
froid. Le biosurfactant obtenu est cristallin blanc avec un rendement de I’ordre de 1.2 g.L ™.
Le BS produit par M. circinelloides UCP 0018 a été isolé par précipitation a I'éthanol,
atteignant un rendement de 2,174 g/L [171]. Des rendements inférieurs ont été signalés pour
le BS produit par les champignons mucoraléens Rhizopus arrhizus UCP 1607 (1,74 g/L)
[195], et Syncephalastrum racemosum UCP 1302 (0,9 g/L) [196].

11.7 Dilution Micellaire Critique (CMD)

~

o
o
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o
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o N ™
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DDP (mm)
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o
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facteur de dilution

1 1,5 2 5 10 25 50 100 1000
facteur de dilution

Figure 11.10 : Dilution Micellaire Critique (CMD)
Basant sur les graphes de la figure 11.10, on peut clairement voir que la tension
superficielle diminuait progressivement de 60 a 29,8 mN/m, avec une concentration
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croissante du liquide métabolique (0-1000 %). Cependant, a partir d’une dilution de 50 fois, la
tension superficielle a une valeur de 40 mN/m, et par la suite, aucune réduction significative
de la tension superficielle n'a été menée, indiquant que le CMD a été atteint.

En parallele le test de DDP a confirmé les résultats précédents et a montré un résultat
souhaitable et une efficacité de tensioactifs stables jusqu’a une dilution de 25 fois avec des
diametres varie entre 80 mm et 30mm.

Ces résultats suggerent qu’une quantité suffisante de biosurfactant était présente dans le
milieu de culture, et donc son activité de surface a été conservée méme a une dilution aussi
élevée.

11.8 Concentration Micellaire critique (CMC)
Les résultats obtenus sont présentes dans la figure 11.11.

DDP

Figure 11.11 : Concentration Micellaire critique (CMC)

La CMC pour le biosurfactant BS7 calculée a partir du point de rupture de la tension
superficielle par rapport a la concentration de sa courbe qui était 1000 mg/L (2 1.8 ¢g/L,1aTS
= 33.5 mN/m, donc je pense que la TS n’est pas encore stable) et la tension superficielle
correspondante était de 35,1 mN/m et leur déplacement de pétrole était de 1’ordre de 80 mm,
Les concentrations de biosurfactant au-dessus de la CMC ne pouvaient pas diminuer
davantage la tension superficielle, indiquant que les molécules de biosurfactants avaient
commencé a s'agréger.

Cependant, il est important pour plusieurs applications de biosurfactants d’établir leur
CMC, en effet, au-dessus de cette concentration, les biosurfactants n’ont pas un effet
supplémentaire prévue sur 1’activité de surface.

D’apres Pornsunthorntawee et al , dans le cas de P. aeruginosa SP4, le biosurfactant
excrété dans le surnageant de culture pourrait diminuer la tension de surface de eau pure de
72,0 4 28,3 mN/m, et le CMC était estime a 120 mg/L.

Selon Bordoloi et Konwar , pour Pseudomonas fluorescens, le CMC enregistré pour
biosurfactant isolé était de 290 mg/L et le la tension superficielle était de 32 dynes/cm. La
valeur CMC de Le sulfate de dodécyle de sodium (SDS) est 140 mg/L . Donc, le biosurfactant
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produit par P. aeruginosa RS29 présente de meilleures propriétés dans des RTS plus élevés et
des CMC moins élevés .

11.9 Résultat de caractérisation structurale de biosurfactant par FTIR :
Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 11.12.
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Figure 11.12 : Caracterisation structurale de biosurfactant par FTIR

La bande observée a la langeur d'onde 3025.23 cm™ a été attribuée a I'étirement OH
caractéristique dd a la liaison d’hydrogéne.

Les bandes d'absorption observées entre 292506 cm™ et 2853,54 cm™ étaient dues
aux vibrations d'étirement des groupes -CH2- et CH3- de la chaine acyle.

Le pic & 1740,97 cm™ correspond a I'étirement du CO dans le groupe ester des lipides
et des acides gras.

Les bandes d'étirement du CO & 1452,54 cm™, 1376,56 cm™ ont démontré I'existence
de liaisons entre l'atome de carbone et les groupes hydroxyle dans la structure
chimique de la partie glycoside.

Un faible pic d'absorption & 1275,13 cm™ montre un étirement des bandes de vibration
de I'éther.
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= Les bandes 1168,94 cm™, 752,76 cm™ et 698,47 cm™ ont été associées aux vibrations
d'étirement de la liaison glycosidique qui ont confirmé la nature glycolipidique du
biosurfactant.

11.10 Résultat de ’application de biosurfactants dans la remobilisation

d’huile de moteur contaminant le sable (sol synthétique) sur colonne :
Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 11.3

Huile éliminé (%) = (hi - hr) / hi x100

Pour le surnageant :
Pourcentage d’huile éliminé = (7.236 - 1) / 7.236 x100

Pourcentage d’huile éliminé = 86 %

Pour I’eau distillée
Pourcentage d’huile éliminé = (7.236 - 5,04) / 7.236 x100

Pourcentage d’huile éliminé = 30,34 %

La quantité d'huile éliminée par le surnageant contenant le biosurfactant BS 7 était de 86%.
Nos résultats ont été confirmés par le témoin (eau distillée) avec une élimination de 30,34 %.
D’apreés ces résultats on peut dire que notre biosurfactant de la souche S7 est considéré trées
efficace pour la bioremédiation des sols contaminés par les hydrocarbures (élimination 86%
d’huile de moteur). De Franga et al. [197] ont étudié D’effet des différents surfactants
(biosurfactant brut produit par une souche Bacillus subtilis ICA5 et le surnageant de culture,
un surfactant anionique ; SDS, un surfactant non ionique ; Triton X-100) a une concentration
de 250 mg. L et de I’eau distillée comme témoin, sur le lavage du pétrole brut et de 1’huile
de moteur a travers un sable. L’étude a montré que le biosurfactant est légérement plus
efficace dans I’élimination du pétrole brut et de I’huile de moteur par rapport au SDS et au
Triton X-100 (76,89 + 3,3 % contre 81,20 + 0,6 et 76,10 + 2,2 % et 88,60 £ 1,0 contre 79,20 £
1,4 et 70,40 + 0,5 % respectivement). L’eau distillée a conduit a une réduction seulement de
36 %. Le surnageant de culture a donné des meilleurs resultats par rapport au biosurfactant
brut.
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Jain et al. [198] ont étudié l'utilisation potentielle de deux biosurfactants pour éliminer I'huile
dans des colonnes de verre par rapport aux surfactants synthétiques. Les résultats ont montré
I'efficacité des biosurfactants produits par B. subtilis PT2 et P. aeruginosa SP4 dans
I'élimination de I'huile de moteur, ils présentaient des valeurs de 68% et 57%, respectivement,
par rapport aux tensioactifs synthétiques Tween 80 (52%), SDBS (51%) et Alfoterra 5PO-145
(55%).

L’effet bénéfique des biosurfactants, par rapport aux surfactants chimiques dans 1’élimination
des hydrocarbures dans le sol et ’amélioration de la biodégradation, est ainsi reporté dans la
littérature. Cameotra et Singh [199] ont prouvé que le traitement d’une boue huileuse par un
biosurfactant brut (100 mL.kg-1 de sol) induit mieux la biodégradation par rapport a une
solution de nutriments (50 mL.kg-1 de sol) dans un systéme inoculé avec un consortium
bactérien. Le taux de biodégradation était de 95,3 + 1,31% avec le biosurfactant brut comparé
a91,2 £ 1,65 % avec la solution de nutriments.

I1.11Remobilisation des hydrocarbures contaminant le sol a ’aide de
biosurfactant BS7 :

11.11.1 Analyse FTIR de sol avant et aprés traitement par BS7 :
Les résultats obtenus sont présentes dans la Figure 11.4
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Figure 11.4 Spectres FTIR de sol avant et aprés traitement par BS7 / tween80 1%

Les résultats de spectres montrent que les fractions pétroliéres remobilisées a partir du sol
sont identifiés par les vibrations des liaisons C-H des groupements méthylénes et méthyles se
trouvant au sein de la structure chimique des alcanes entrant dans la composition de la
fraction pétroliére.
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11.11.2 Quantification des hydrocarbures par chromatographie en phase
gazeuse couplé a un spectromeétre de masse :

Afin de wvalider Iefficacit¢é des tensioactifs d’origine biologique dans la
bioremédiation des sites contaminés aux hydrocarbures, il est nécessaire de comparer les
rendements obtenus avec ceux de leurs homologues chimiques. Les résultats obtenus par
I’analyse GC-MS montrent l'intérét d'utiliser les surfactants (chimiques ou biologiques) dans
la remobilisation de pétrole brut. Le biosurfactant de la souche S7 a montré une efficacité de
remobilisation des hydrocarbures de 1,3 fois supérieure au surfactant chimique (Tween 80). A
cet égard, I’utilisation de biosurfactant de S7 dans le domaine environnemental est
certainement prometteuse. Les résultats sont exprimés par rapport a la solubilité du témoin
(eau) (Figurell.5).
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Figure 11.5 : Comparaison de la solubilité du pétrole brut en présence de surfactant
biologique (issu de la souche S7) et chimique (Tween 80)
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CONCLUSION GENERALE

De nombreux problémes environnementaux affectent notre monde entier, et l'un des plus
grands problémes, c’est la gestion des déchets de 1’industrie pétroliére. Cependant, les effets
dévastateurs de cette industrialisation et leur impact ont été évalués sur I’environnement. En
effet, de nombreux dégats réels ont été constates lors des accidents (fuite de pétrole), de rejets
ou de déversements volontaires, pouvant entrainer des catastrophes écologiques irréversibles.
Les conséquences de ces pollutions écologiques peuvent avoir un impact soit direct ou
indirect sur la santé humaine et sur 1’équilibre des écosystémes|[6].

L’objectif de notre travail est I’¢limination des contaminants (hydrocarbures) a 1’aide d’un
biosurfactant produit par une souche bactérienne marine isolée localement. La sélection de la
meilleure souche productrice de biosurfactant S7 a été fondée sur leur grand pouvoir
émulsifiant, la valeur minimale de la tension superficielle et sur le grand diameétre de
déplacement de pétrole, dont nous avons utilisé I’huile d’olive comme unique source de
carbone et d’énergie pour la production de biosurfactant de la souche S7. Cette derniére a
montré une capacité productrice trés acceptable avec un rendement de 1 g.L™* de biosurfactant
brut. De plus, le surnageant de culture et le biosurfactant brut étaient trés efficace pour réussir
une application environnementale (sol synthétique et sol réel) en perspective de laver les sites
contamines par les hydrocarbures pétroliers. Le surnageant a donné des meilleurs résultats, il
a ¢liminé 86% d’huile dans le sable, c’est un avantage en terme de coft, et en terme aspect
environnemental.

A la lumiére de ces résultats, il est souhaitable de compléter cette étude par des approches
plus approfondies, a savoir : 1’utilisation des agro déchets pour produire le biosurfactant, faire
une caractérisation structurale plus précise afin de déterminer la structure finale de notre
biosurfactant.

I a noter que notre projet est déposé comme brevet et accepté comme Start up au niveau de

I’Université Saad Dahlab Blida 1 d’ou I’importance d’explorer notre production de 1’échelle
laboratoire vers 1’échelle pilote puis a I’échelle industrielle.
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ANNEXES

Verrerie et consommables utilisés :

Erlenmeyer de 250 ml, 500ml, 1000ml, 2I, 3l, 5I

Eprouvette graduées de, 25ml, 50ml, 200ml, 250ml, 500ml

Bécher de 80ml, 100ml, 250ml ,500ml, 1l

Boites de Pétri en plastique (D=80mm)

Pipettes Pasteur,

Anse de platine,

Tubes a essai de 20ml,

Seringue,

Micropipettes (200uL ,1000p)

Ampoule a décanter de 250ml, 500ml, 1l

Ballon de 250ml, 500ml, 1000ml

Barreau magnétique,

Coton cardé,

Papier Aluminium,

Papier Film,

Papier Filtre ordinaire,

Spatules,

Flacons en verre de 250ml, 500ml

Entonnoirs

Colonne

Equipement utilisé :

Autoclave

pH metre

i

¥ 0000 900
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Agitateur Incubateur (Shaker)

Bec Bunsen

5

®siema 3

Centrifugeuse (SIGMA 3-16 kl)
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Rotavapeur (heidolph) Vortex

Tension metre (Gibertini) Tamis
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Spectroscopie infrarouge a transformeée de Fourier (FTIR)

Tableau n® 01 : Norme d’interprétation pour la matiére organique

M.O % Niveau
0.7 Sol trés pauvre
07 1.5 Sol pauvre
1,5 3,0 Sol moyennement pauvre
30 6 Sol bien pourva
6 Sol trés bien pourvu

Tableau n"02 : Norme d’interprétation pour les éléments nutritifs

Nature du Sol trés Sol pauvre Sol moyen Sol riche Sol trés riche
sol pauvre

Azote (%) <0,05 005401 0,1 a0,15 0,15a40,25 =0,25
Potassium - <{),25 025<K=05 | 05<K<=l] =]

(meqg/1 00g)

Tableau n® 03 : classification du sol selon le pH

pH Qualité du sol
pH=5 Fortement acide
5<pH=<59 Franchement acide
6<pH<6,5 Légérement acide
6,6<pH<73 Neutre
7T A4<pH=T77 Légérement alcalin
pH=>7,7 alcalin
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Tableau n°04 : Classification des sols selon le pourcentage de calcaire (CaCaoj)

Taux de CaCoiz % Mature du sol

0as Peu calcaire

5 4 15 Moyennement calcaire
15 4 30 Calcaire

> 30 Trés calcaine

Tableau n” 05 : Niveau de conductivité électrique des sols

CE (mmho/cm) niveau

<0,1 Trés faible

0.2 Faible 4 moyen
0.5 Moyen a élevé
05 | Trés élevé

=] Trés forte salinité
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