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Résumé :

Notre travail consiste a la production d’un tensioactif d’origine naturelle puis a la
détermination de ses caractéristiques physico-chimiques en utilisant d’une part une souche
bactérienne « Pseudomonas Aeruginos » comme matiére premiére pour la production "des
rhamnolipides" et d’autre part 1’extraction des saponines a partir d’une source végétale
« le lierre Hedera Helix ». Les résultats ont montré que les rhamnolipides présentaient des
valeurs d’indice d’émulsion allant jusqu’a 36% et ils ont diminueés la tension de surface de
I’eau de 72 jusqu’a 31mN/m. Pour les saponines, I’indice d’émulsion était de 1’ordre de

56%.
Mots clés : tensioactif, biotensioactif, rhamnolipide, saponine.
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Abstract:

Our work consists with the production of surface-active of natural origin then to the
determination of its physicochemical characteristics by using on the one hand a bacterial
stock "Pseudomonas Aeruginos" like raw material for the production "of the rhamnolipides

" and on the other hand the extraction of saponins starting from a vegetable source "ivy
Hedera Helix".The results showed that the rhamnolipides presented values of index of
emulsion going up to 36% and they decreased the surface tension of the water of 72 to

31mN/m. For saponins, the index of emulsion was about 56%.

Key words: tensioactif, biosurfactant, rhamnolipid, saponin
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Chapitre 1 Les rensioactifs

Chapitre 1: Les tensioactifs
I. Historique bref des tensioactifs

Parmi tous les tensioactifs que nous connaissons aujourd’hui, le plus ancien est le
savon. Il tire d’ailleurs son nom du premier centre européen de cette fabrication : Savona
en ITALIE du Nord. En fait le plus ancien mode opératoire de fabrication du savon a été
trouvé dans les ruines de Sumer, sur une tablette d’argile, datée de 2500 avant J.C. La
fabrication nécessitait alors une graisse animale ou végétale et de la cendre de bois.

C’est en 1916 que le premier détergent complétement synthétique, le «Nekal ay,
dérivé du naphtaléne, du propane -2 ol et de 1’acide sulfurique, fut créé en Allemagne.
Entre temps le processus de fabrication des savons et des tensioactifs a considérablement
évolué. Les progres de la chimie et le développement des processus de fabrication
industriels ont permis une croissance tres rapide des tensioactifs synthétiques.

Ces derniers interviennent directement dans notre vie quotidienne, sous forme de
produits de grande consommation mais aussi de fagon plus discrete dans les processus de
mise en ceuvre de procédés industriels (exemple : extraction des pétroles) ou agricoles

(exemple : antimutagéne des engrais).
1. Qu’est-ce-qu’un tensioactif :

Les agents tensio-actifs sont des molécules amphiphiles qui réduisent la tension

superficielle entre I'eau et les hydrocarbures [1].

Le terme de composés amphiphiles s’applique aux molécules comportant deux
parties de polarités différentes. Un tensioactif est toujours amphiphile ; par contre, un
compos¢ amphiphile n’est pas forcément tensioactif.

Le terme de détergent est parfois employé abusivement pour désigner les composés
tensioactifs : par définition, un détergent posséde un pouvoir nettoyant (élimination des
impuretés) ; il s’agit donc d’un composé tensioactif ou le plus souvent d’un mélange de
composés tensioactifs (formulation détergente). Par contre, un composé tensioactif peut ne

pas présenter de propriétés detergentes.
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I11. Structures chimiques et différentes classes de tensioactifs
Les molécules tensioactives comportent deux parties de polarités différentes.
v’ Une partie apolaire, hydrophobe, lipophile, présentant une affinité pour les
huiles (soluble dans I’huile).
v" Une partie polaire, hydrophile, présentant une affinité pour 1’eau (soluble

dans I’eau).

La figure 01 représente schématiquement un tel ensemble

Téte polaire Queue hydrophobe

Q/\A/\/\/\/\/\

Figure 01 : Schéma simplifié d'un tensioactif

La partie lipophile est constituée par une ou plusieurs chaines hydrocarbonée(s)
aliphatique(s), linéaire(s), ramifiée(s) ou aromatique(s) ou encore alkylaromatique(s). Le
caractere hydrophobe de la partie hydrocarbonée varie avec le nombre d’atomes de
carbone, le nombre d’instaurations et les ramifications. En régle générale, le caractere
hydrophobe croit avec le nombre d’atomes de carbone et diminue avec le nombre
d’insaturations.

La partie hydrophile ou téte polaire, est constituée par un ou plusieurs groupements
polaire(s), ionique(s) ou non ionique(s).

Les tensioactifs sont classés selon la nature de leur téte polaire en quatre grandes
familles [2, 3] : anioniques, cationiques, zwitterioniques ou amphotéres et des tensioactifs
non ioniques.

I11.1. Les tensioactifs anioniques : comportent un groupement ionique chargé
négativement en solution aqueuse : carboxylate, sulfate, sulfonate ou phosphate. Ce sont

les agents tensioactifs les plus utilisés industriellement (figure 02).
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Tensioactifs anionigues

o S0.Na o
3 ~
-G sHas— S50;Na n-C,szsf‘r' %0); C,Z,M/ SO,Na
Sodium Laury]l Sulfate Sodium Laureth Sulfate Sodium C12-14 Olefin
(n=1-4) Sulfonate
o} o) S0_Na
0 CO,Na 2 6C H
- CH_O 8 T
Cons ':l CO,Na 11-C o Hog I'Il Co,Na 87 I
H
Disodium cocoyl Sodium Laurcoyl SBarcosinate Sodium Dioctyl
rlutamate SBulfosuceinate

Figure 02:Exemples de tensioactifs anioniques

I11.2. Les tensioactifs cationiques : sont caractérises par une partie hydrophile chargée

positivement [4]. Ils sont généralement des sels d’ammonium quaternaire (figure 03).

Tensioactifs cationiques

0 cl
: N N
C1BH3?—N—BZ Cl' ':B“B NMN“\"’ wDH
H 7/ \
&
Stearalkonium chloride Cocamidopropyl betainamide MEA chloride

Figure 03: exemples de tensioactifs cationiques

111.3. Les tensioactifs zwitterioniques : comportent deux groupements ioniques, 1’un
cationique et 1’autre anionique qui se neutralisent au pH isoélectrique. 1ls sont par
conséquent parfois classifiés comme non ioniques. Les composés tensioactifs

zwitterioniques les plus répandus sont les bétaines et les sulfobétaines(figure 04).

Tensioactifs amphotéres

0 0
cwm)’LNMNJrﬂCUQ- Gms)LNMN+ 80;-
H /\ H /\
OH
Cocamidepropylbetaine Cocamidopropyl hydroxysultaine

Figure 04: exemple de tensioactifs zwitterioniques.
I11.4. Les tensioactifs non ioniques : Ces agents de surface ne donnent aucun ion en

solution aqueuse [5]. Leur caractere hydrophile provient de la présence, dans leur
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molécule, de groupement polaire de type éther, alcool, carbonyle ou méme amine [6]
(figure 05). En raison de la faible contribution hydrophile de ces fonctions, les composés
tensioactifs non ioniques sont le plus souvent polyfonctionnels : polyéthers (tensioactifs

polyéthoxylés) ou polyols (tensioactifs dérivés de sucres).

Tensioactifs non ionigues

o H 0 0
R { \/\\ 0):1 )I\ o~ OH )L
Cyrs” N C,H, g o/\l/\ of
Dérivés éthoxylés '\/0 H OH
{R = acide, aleool, amine, .
triglyeéride...) Cocamide DEA Glyceryl Stearate
H=+0 HG OH CO,CH,, OH
0 C
H L |
r"rD\ FS\(\( H °
O
OH Cya o 0
oH_| OH OH
R OH HO
Caprylyl/Capryl Glucoside Sorbitan Oleate OH
Sucrose Palmitate

Figure 05 : exemples de tensioactifs non ioniques
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e Les agents tensioactifs sont classes en fonction de la nature de la partie hydrophile

puisque celle-ci gouverne leurs propriétés (tableau 01).

Tableau 01: Classes de tensioactifs

Partie lipophile Téte hydrophile
Apolaire polaire

chaine hydrocarbonée C, — Cso ionique ou non ionique
Aliphatique : Anionique :

— linéaire COo;M™*

— ramifiee 0503 M*

— insaturee SOz M*

—Aromatique

{RG]EP[}E_;“J_{B B
—Alkylaromatique

Cationique :

{R]ENHE;_?I],X‘

RyN*t, X~
Origine : vaiitterionique
— pétrochimie - T ~e CO3Z
— huiles végétales = N 2w 803
— graisses animales

Non ionique :

OR, —-OH, -CO; R, -CONHR
— (CH-CH,-O)—
Polyol

IV. Propriétés des agents tensioactifs
IV. 1. Adsorption aux interfaces

Les molécules de tensioactifs comportant une partie hydrophile et une partie
lipophile ont tendance a s’orienter, a se concentrer aux interfaces de fagon a accroitre les
interactions attractives (partie hydrophile/eau et partie lipophile/phase lipophile). Ce
phénomeéne d’adsorption (concentration plus importante a la surface qu’a I’intérieur de la

phase liquide) apparait aussi bien aux interfaces liquide-liquide (eau-hydrocarbure ou
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huile), liquide-solide (eau-surface apolaire, huile-surface polaire) qu’aux interfaces liquide-
gaz (eau-air). Cette adsorption du tensioactif provoque une diminution de la tension
interfaciale entre les deux phases considérées selon la loi de Gibbs ; la diminution de la
tension interfaciale est fonction de la concentration en tensioactif a I’interface (exces
superficiel) et donc de 1’aire occupée par le tensioactif a I’interface. Lorsque I’interface est
saturée, la tension interfaciale est minimale et constante.

L’adsorption des tensioactifs aux interfaces et la diminution consécutive de la
tension interfaciale sont responsables des deux phénomeénes qui suivent :

v' la dispersion est favorisée puisque 1’énergie nécessaire a I’augmentation de 1’aire
de I’interface est d’autant plus faible que la tension interfaciale est faible. Ce
concept s’applique aussi bien aux dispersions liquide-liquide (émulsions) et aux
dispersions solide-liquide (suspensions) qu’aux dispersions air-liquide (mousses) ;

v"le mouillage est favorisé par la diminution de la tension interfaciale solide-liquide.

Ce concept s’applique au mouillage d’une surface hydrophile par une huile.

L’isotherme d’adsorption et la valeur minimale de la tension interfaciale constituent
donc des critéres de choix fondamentaux du tensioactif a utiliser pour deux phases

données.

IV. 2. Concentration Micellaire Critique (CMC)
La CMC est par definition la concentration en solution d'un agent de surface au-
dessus de laquelle une partie des molécules dispersées au sein de la solution se rassemblent

pour former des micelles [7].

ChMC
Micelles
z
£ - CMC
2 a@ﬁ’@ d =
3 a8 =
xe o —
Mo’i‘?" —
Concentration
- ~ -
Concentration en surfactant > M ol opaftond § el BN surfactant
~ ~ o gt
Eau Eau Tt 1
I~ o~ Emiy o

Figure 06 : Schéma représentatif de la formation des micelles en fonction de la

concentration en tensioactifs
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Les micelles se forment lorsque les portions hydrophobes, incapables de former des
liaisons hydrogene en phase aqueuse créent une forte augmentation de I'énergie libre du
systeme (Figure 06). Une facon d'abaisser cette énergie est d'isoler la partie hydrophobe de
I'eau par adsorption sur des matrices organiques ou de former des micelles [8].

En effet, dans les micelles, les parties hydrophobes se regroupent vers le centre, et les

portions hydrophiles restent en contact avec I'eau (Figure 07).

Portion hydrophobe
/ (chaine hpidique...)

Q2

%? gp — Portion hydrophile
(sucre...)

Qk O

O/‘k/

Figure 07 : Représentation schématique d'une micelle de biotensioactif [9].

La CMC peut également étre définie comme étant la concentration pour laquelle la
tension superficielle devient minimale (environ 30 mN.m™ en solution aqueuse). Pour de
nombreux agents tensioactifs, la tension superficielle minimale est a peu prés identique
mais la CMC varie en fonction de leur structure. Les CMC obtenues pour les
biotensioactifs varient de 1 & 200 mg.L™ [10].

La CMC d'un biotensioactif varie avec sa structure, la température de la solution, la
présence d'électrolytes ou de composés organiques [11].

Les effets des électrolytes sur la CMC sont plus prononcés pour les biotensioactifs
ionigques. La variation de la taille de la région hydrophobe est un facteur important et en
géneéral la CMC diminue lorsque le caractere hydrophobe du tensioactif augmente [8].

IV. 3. Solubilité

La solubilité¢ des tensioactifs dans I’eau ou dans les hydrocarbures (couramment
appelés huile) varie en fonction de I’importance relative de leurs parties hydrophobe et

hydrophile (hlb, hydrophile lipophile balance).
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En ce qui concerne la variation de la solubilité¢ des tensioactifs dans I’eau avec la
température, deux cas particuliers doivent &tre mentionnes.

v La solubilité dans I’eau des tensioactifs ioniques croit brusquement a partir d’une
certaine température appelée point de Kraft ou température critique de
micellisation. La connaissance du point de Kraft est souvent nécessaire et dans la
plupart des applications, il est indispensable de choisir un tensioactif dont le point
de Kraft est inférieur a la température d’utilisation.

v' La solubilit¢ dans I’eau des tensioactifs non ioniques polyéthoxylés diminue
lorsque la température augmente. les solutions aqueuses de la plupart des
tensioactifs non ioniques polyéthoxylés se séparent en deux phases liquides en
équilibre : le coacervat, riche en tensioactif, et la phase diluée : est appelée point de
trouble. La valeur du point de trouble croit avec le nombre de motifs éthoxy. En
regle générale les tensioactifs non ioniques polyéthoxylés présentent une activité de

surface maximale aux environs du point de trouble.

V. Exemples de synthése de produits tensioactifs

V. 1. Cas d’un alkyl benzéne sulfonate de sodium
Le produit de départ est un alcane linéaire sur lequel on effectue une

monochlorosubstitution :

2 Cl
\/‘\/\/ > \/l\/\/ + HC
Le dérivé halogéné obtenu est traité par une réaction de Friedel et Krafts ou subit

une déshydrohalogénation suivie d’une addition avec du benzene :

c1 Cellg CH
\/'\/\/ -:&55-1--* \/Q/\/ v HOL
3
CcH,

- HCl

TR A AN

L’alkyl benzene subit alors une réaction de sulfonation :
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\‘/06&/\/ SC)3 C 6H 43051:{
. \/W
air

Pour donner un acide benzene sulfonique. Par neutralisation par exemple avec une
solution d’hydroxyde de sodium on obtient finalement un benzéne sulfonate de sodium,

produit tensioactif du type anionique.

- _
C,H,SO.H Na~ OH C.H S0.” Na
6473 64773 + H,0

+

V. 2. Cas des alcools polyethyleneglycolether [12]
Les produits les plus intéressants résultent de ’action d’alcools gras avec I’oxyde

d’éthéne ou de propene selon le bilan :

R=-CH +n CH,=- CH

o - ROQCHZ-CHQ-O-}HH

2 OH
o

V1. Les domaines d’applications
Les domaines d’applications des tensioactifs sont multiples. Ils jouent le réle soit
de matiére premiere de base pour la formulation de produits détergents ou cosmétiques,
soit de produits auxiliaires dans les procédés de fabrication de I’industrie textile, des
métaux, du cuir ou du pétrole. Trois grands secteurs d’activité se partagent le marché, a
savoir les secteurs de la détergence, de la cosmétique et des usages industriels.
VI. 1. Secteur de la détergence
Les tensioactifs entrent dans la formulation de tous les détergents et représentent en
moyennent 20% de leur composition. 1l convient de distinguer la détergence méenagére et
la détergence industrielle, cette derniére concernant en grande partie le secteur de
I’agroalimentaire. La détergence ménagere quant a elle regroupe plusieurs classes de

produits tels que les lessives, les adoucissants, les produits vaisselles et les produits
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d’entretien. A noter que le secteur des lessives est le plus gros consommateur de
tensioactifs avec plus de 50% du marché.
VI. 2. Secteur de la cosmétique
On distingue deux grands domaines, la cosmétique rincée (produits d’hygiéne
lavant tels que les shampoings, gels douches, dentifrices) et la cosmétique blanche
(produits de beauté tels que les crémes, laits, maquillages et autres produits de soin). La
cosmétique rincée utilise les tensioactifs pour leur propriété détergente tandis que la
cosmétique blanche privilégie le pouvoir adoucissant et émulsion.
V1. 3. Secteur industriel
Outre la détergence et la cosmétique, les domaines d’application des tensioactifs
sont nombreux : les industries des additifs alimentaires, des céramiques, des matieres
plastiques, des peintures, du cuir, du papier, du pétrole, du phytosanitaire et du engrais,

également la métallurgie et le textile.

V1. Biodégradabilité des tensioactifs

VII.1. Généralités :

Lorsque les produits tensioactifs se trouvent dans les eaux usées ils devraient

perdre leurs principales propriétés telles que :
v’ propriétés tensio actives,
v’ capacité de produire de la mousse,
V' toxicité vis-a-vis de la faune et de la flore aquatique.

La dégradation des molécules devrait se faire naturellement a 1’aide des
microorganismes de 1’eau ou du sol et se poursuivre jusqu’a ce qu’il ne reste plus que des

produits naturels tels le dioxyde de carbone, I’eau ou des sels.

La biodégradabilité est représentée par le pourcentage de la quantité de substance
initiale qui s’est transformée. Ce pourcentage dépend de plusieurs facteurs, en particulier
du temps, de la température du milieu et de la concentration en microorganismes [13].

La biodégradabilité des tensioactifs anioniques et non ioniques est réglementée.
Selon cette réglementation, le taux de biodégradabilité des tensioactifs présents dans les

détergents ou produits de lessive doit étre en moyenne au moins de 90 % [14].
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Pour les tensioactifs cationiques il n’y a pas encore de réglementation nationale ni
européenne. On peut cependant remarquer que ces derniers ne représentent environ que 5
% de I'utilisation des tensioactifs. D’autre part ils se trouvent toujours dans les eaux usées
en présence de tensioactifs anioniques avec lesquels ils réagissent pour former des
précipités et se trouvent donc ainsi éliminés en grande partie au cours du traitement des
eaux dans la station d’épuration.

VI11.2. Conditions de biodégradabilité

Le processus de biodégradation est un processus enzymatique et par conséquent
tres spécifique. Les microorganismes nécessaires a la dégradation des principales
molécules tensioactives sont présents en grande quantité dans les eaux superficielles.

Le produit tensioactif le plus utilisé dans les poudres de lessives au début des
années 60 et qui était responsable de la formation de la mousse sur les riviéres, était le

tétrapropyléne benzéne sulfonate de sodium (TPBS).
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Chapitre 2 : Les bio-tensioactifs
I. Définition
Les bio-tensioactifs sont des molécules amphiphiles constituées d'une partie
hydrophile  polaire et d'une partie hydrophobe non polaire. Généralement, le
groupement hydrophile est constitué d'acides aminés, peptides ou de polysaccharides
(mono ou di) ; le groupement hydrophobe est constituée d'acides gras saturés ou non
saturés [15].

I1. Classification des bio-tensioactifs
Les bio-tensioactifs sont classés suivant la nature biochimique du tensioactif
produit par le micro-organisme. La revue bibliographique révele que la majorité des bio-
tensioactifs produits sont de type anionique ou non ionique [16,17].
Il existe peu de structures cationiques [18]. Cependant et dans certains cas, la présence de
groupements contenant des atomes d'azote confere un certain caractere cationique a la

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

On distingue cing grandes classes de bio-tensioactifs : les glycolipides, les
lipopeptides, les phospholipides, les lipopolysaccharides et les lipides neutres [19].

e Les glycolipides sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une
longue chaine d'acides aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques [19,20]. Les
glycolipides les plus étudiés sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les
sophorolipides.

e Les lipopeptides sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptide. Les
lipides d'ornitine sont les plus connus.

e Les phospholipides sont formés de groupements alcool et phosphate et de chaine
lipidique [17,19] indique que bien que présents dans tous les micro-organismes, il y
a peu d'exemples de production extracellulaire.

e Les lipopolysaccharides ou polymériques sont constitués d'une ou plusieurs unités
saccharides et d'acides gras. Ce sont les biotensioactifs qui possedent la masse
molaire la plus élevée.

e Lesacides gras et les lipides neutres.
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Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les
bio-tensioactifs les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et les
phospholipides [21,15].

I11. Matiéres premiéres renouvelables utilisées
111.1. Partie hydrophile

La partie polaire est généralement constituée de carbohydrates, de polyols ou
d’acides aminés/peptides :

v' Les carbohydrates, tels que le glucose, le saccharose, le lactose et la xylose peuvent
provenir de I’industrie du sucre (betterave sucriére, canne a sucre) et de 1’amidon
(froment, mais, ble).

v Il existe une large gamme de polyols provenant soit de carbohydrates dérives
principalement de I’amidon du mais ou du blé, soit des huiles végétales dérivées
d’oléagineux tels que le soja, le coton, le tournesol ou 1’arachide :

o Les polyols provenant de carbohydrates sont des carbohydrates hydrogénés
[22]. L’hydrogénation de monosaccharides tels que I’érythrose, la xylose, le
mannose et le glucose conduit aux polyols, erythritol, xylitol, mannitol et sorbitol
respectivement. L hydrogénation du sirop de glucose conduit au sirop de sorbitol.
L’hydrogénation de disaccharides tels que le lactose, le maltose conduit au lactitol
et au maltitol respectivement.

e Le principal polyol issu des huiles végétales est le glycérol (encore appelé
propane-1, 2,3-triol), un coproduit de la fabrication du biodiesel.

v’ Les acides aminés et les petits peptides constituent une alternative intéressante aux
sucres [8]. En effet, I’association d’un acide aminé ou d’un peptide polaire et d’un
composé a longue chaine non polaire permet 1’obtention de molécules ayant une
activité de surface élevée. Leurs propriétés permettent d’envisager leurs utilisations
dans les produits pharmaceutiques, cosmétiques, ménagers et alimentaires. Ils sont

dérivés d’acides aminés basiques, neutres ou acides ou d’hydrolysats de protéine.

111.2. Partie hydrophobe

La partie hydrophobe est essentiellement issue des huiles végétales obtenues par
trituration des graines ou fruits des plantes oléagineuses [23].

Les huiles sont d’origine végétale, minérale ou animale. Dans les plantes, en

général, I’huile est contenue dans la substance dure et ligneuse des graines ou du noyau.
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Elle se trouve enfermée dans les cellules oléiferes sous forme de petites gouttes. Les huiles
d’olive et de palme font exception dans la mesure ou elles sont contenues dans I’enveloppe
charnue du fruit. Les graisses animales sont également enfermées dans des cellules formant
le tissu adipeux. Les huiles vegétales et les graisses animales contiennent 98 % de
triglycérides.

L’hydrolyse des triglycérides conduit au glycérol et aux acides gras. Les acides gras

peuvent étre classés en trois catégories : saturés, monoinsaturés et polyinsaturés.

IV. Extraction des bio-tensioactifs du milieu de croissance

Pour extraire le bio-tensioactif du milieu de croissance, il est d'abord nécessaire de

séparer les bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple).
La récupération des bio-tensioactifs dépend principalement de leur charge ionique, de leur
solubilité et de leur localisation (intracellulaire, extracellulaire ou lié aux cellules). Les
techniques les plus utilisées sont des extractions par solvants : chloroforme/méthanol,
butanol, acétate d'éthyle, etc. Des techniques reposant sur la précipitation du tensioactif
[15]. Ces extractions peuvent étre réalisées directement ou apres sédimentation des cellules
productrices.

Il est possible d'acidifier le milieu puis d'extraire le tensioactif par un mélange de
solvants (chloroforme/méthanol) [24]. Généralement, [l'acidification permet une
précipitation du tensioactif. Suite a cette précipitation, une étape de centrifugation puis de
lavage est nécessaire pour récupérer et purifier le tensioactif.

V. Synthese des bio-tensioactifs

Les intermédiaires de base utilisés pour la synthése des bio-tensioactifs sont
principalement les acides gras, les esters méthyliques, les amines grasses et les alcools
gras [23].

Les sels d’acides gras, de par leur nature amphiphile, sont eux-mémes des
tensioactifs essentiellement utilisés dans la fabrication de savons.

Les acides gras (RCOOH) obtenus par hydrolyse des triglycérides peuvent étre
séparés par distillation en fonction de la longueur de chaine.

Les esters méthyliques d’acides gras (RCOOCHS3) sont obtenus par estérification des
acides gras ou directement par transestérification des huiles avec du méthanol (Equation
1).
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0

I
CH;—0—C—R
I 0 CH;—OH 0

| oH | I 1
CH—0O—(C—R +3CH;OH — CHOH + 3 R—C—0—CH;4
| [II} (IZ‘II —OH Methylester
CH;—O0—C—R )

Glyceroltriester Glycerol

Equationl : Transestérification entre un triglycéride et le méthanol conduisant a des esters
méthyliques et du glyceérol

Les alcools gras (ROH) sont principalement synthétisés a partir des esters
méthyliques d’acides gras par hydrogénation catalytique a haute pression.

Les amines grasses (RNH2) sont synthétisées essenticllement a partir d’acides gras
par nitrilation puis ensuite hydrogénation.

Certains tensioactifs comme les alcanolamides ou les huiles éthoxylées peuvent étre
directement synthétisés a partir de I’huile végétale.

V.1. Synthése a partir des alcools gras

La voie de synthese a partir des alcools gras conduit a un grand nombre de bio-
tensioactifs [23].

Les alkylpolyglucosides (APG) sont synthétisés par condensation d’un alcool gras
avec du glucose (Figure 08). Les APG a chaine moyenne (C12 et C14) sont moussants et
détergents. Ceux préparent a partir d’alcools gras a 8 et 10 atomes de carbone possedent un

bon pouvoir mouillant.

OH

o Q
H o (CH2ICH:
H m
Figure 08: Exemple d’alkylpolyglucoside

Les alcools gras éthoxylés sont obtenus par condensation d’oxyde d’éthyléne avec
des alcools gras. Les dérivés des alcools de coprah ou de palmiste entrent dans la
formulation de détergents commerciaux en poudre ou liquide (voir Equation 2).

ROH-+nC2H40 —R (OC2H4),0H Equation 2
Les alcools gras éthoxylés et propoxylés résultent de la condensation de 1’oxyde de

propylene sur un alcool gras éthoxylé.
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Les alkyléthersulfates proviennent de la sulfatation d’alcools gras éthoxyles. Ils
servent de base moussante cosmétique pour la formulation de shampooings et bains
moussants ainsi que pour la préparation de détergents liquides pour lavages delicats.

Les alkylsulfates sont obtenus par sulfatation des alcools gras. lls sont utilisés dans
les formulations de détergents doux destinés aux lavages délicats.

Les sulfosuccinates sont des hemi-esters de 1’acide succinique ayant deux groupes
anioniques : carboxylique et sulfonique. Ils sont doux pour la peau et sont inclus dans la
préparation des liquides vaisselles et des shampooings.

V. 2. Synthése a partir des acides gras

Les acides gras peuvent étre estérifies pour donner notamment des esters de sucres
(Equation 3) ou de glycérol [23].

ROH + R’COOH — ROCOR’ + H20 Equation 3 (estérification)

Les esters de sorbitan sont obtenus par réaction d’un acide gras sur les hydroxyles du

sorbitan (Figure 09 et 10). Ces produits permettent la réalisation d’émulsions trés stables.

Figure 09: Monstéarate de sorbitan

Figure 10: Tristéarate de sorbitan
Les esters de glycérol et de polyglycérol proviennent de la réaction du glycérol ou du
polyglycérol et d’un acide gras (Figure 11). Ces esters sont des bases importantes pour la

formulation de crémes en cosmétique et en pharmacie.
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WNV\/\
HO Y o

OH

Figure 11: Monostéarate de glycérol, ester de 1’acide stéarique et du glyceérol

Les acides gras éthoxylés sont issus de la réaction de ’oxyde d’éthyléne avec des
acides gras (Equation 4)

RCOOH + nC2H40 — RCO(OC2H4)nOH Equation 4

Les acides gras éthoxy-propoxylés sont obtenus a partir d’acide gras, d’oxyde
d’éthyléne et d’oxyde de propyléne.

Les condensats d’acides gras peptides ou acides aminés sont synthétisés via la
réaction de peptides ou d’acides aminés avec des chlorures d’acide gras. Ces molécules
sont utilisées dans les shampooings doux, les produits de lavage corporel et les cremes et
produits de beauté.

Les alkylisothionates (isothionate = 2-hydroxyéthane sulfonate) sont obtenus a partir
des chlorures d’acides gras. Doux pour la peau et peu solubles, ils trouvent des applications
dans les cremes ou liquides opacifiés (shampooings, bains mousses) et les pains de toilette.

Les dérivés de 'imidazoline (Figure 12) résultent de la condensation d’un acide gras
et d’un dérivé d’éthylenediamine, suivie d’une cyclisation. Ces agents de surface sont
employés couramment dans les shampooings car ils sont bien tolérés par les muqueuses et

la peau.

2
3 1
N~ NH

\__/

4 D

Figure 12: Imidazoline avec indication de la numérotation des atomes du cycle
V. 3. Synthése a partir des amines grasses
Les amines peuvent étre salifiées par un agent acide ce qui conduit aux sels d’amines
: les chlorures d’amines avec HCI, les sulfates d’amines avec H,SO,. Les principales
applications de ces sels sont la préparation de bitumes pour les revétements routiers,

I’antimottage des engrais et la flottation des minéraux.
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Les amines éthoxylées sont obtenues par condensation d’oxyde d’éthyléne et
d’amines primaires ou secondaires. Elles sont utilisées comme retardateur de teintures dans
les textiles.

Les aminooxydes sont issus d’amines tertiaires aprés réaction avec de I’eau
oxygenee. lls stabilisent les mousses et interviennent comme agents épaississants.

Les sels d’ammonium quaternaire sont synthétisé€s a partir d’amines tertiaires a 1’aide
d’un agent de quaternisation. Ils entrent essentiellement dans la composition
d’assouplissement pour le linge.

V. 4. Synthése a partir des esters méthyliques d’acides gras

Les esters gras de saccharose (Figure 13) ou sucroesters sont obtenus par
transestérification avec des esters méthyliques (Equation 5). Ce sont d’excellents agents
mouillants et dispersants. Les sucroesters sont des additifs trés recherches dans les

domaines de I’agro-alimentaire et de la cosmétique.

H
H H
H H
CH
H
Figure 13: Saccharose
ROH + R’COOCH3 — ROCOR’ + CH30H Equation 5 (transestérification)

Les alcanolamides d’acides gras sont préparés par condensation des esters
méthyliques d’acides gras sur les amino-alcools. Ils servent de promoteur et stabilisateur
de mousse et ont des propriétés épaississantes, nacrantes et adoucissantes. Un exemple

typique est le lauramide diéthanolamine (Figure 14).

0

/WV\NJL

NN

I\/DH
Figure 14: Lauramide diéthanolamine

Les alkylglucosamides sont obtenus par réaction du glucose avec la mono-

méthylamine en présence d’hydrogéne pour former la N-méthyl glucamine. Ce produit est

ensuite réagi avec un ester d’acide gras pour produire la glucosamide. L’exemple suivant

donne la structure d’une glucosamide :
R-CH2-CO-N(CH3)-(CHOH)4-CH20H
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Les méthyléthersulfonates sont issus de la sulfonation de I’ester méthylique. lls sont

utilisés dans les poudres détergentes et dans les lessives liquides.

Le Tableau 2 montre les principaux biotensioactifs obtenus a partir de différentes sources.

Tableau 2: Principaux biotensioactifs (BTA) obtenus a partir de différentes sources

Source BTA nonioniques BTA anioniques BTA cationiques
et amphoteres
Alcools Alkylpolyglucosides Alkyléthersulfates
gras Alcools gras éthoxylés Alkylsulfates
ou éthoxy-propoxylés Sulfosuccinates
Acides gras | Esters de sorbitan Savons Imidazolines
Esters de (poly)glycerol | Condensats acides gras
Acides gras éthoxylés ou | acide amine/peptide
éthoxy-propoxylés Alkyl iséthionates
Amines Oxydes d’amines Sels d’amines
grasses Amines éthoxylées Sels d’ammonium
quaternaire
Esters Sucroesters Méthyléther sulfonates
méthyliques | Alcanolamides
Huile Alcanolamides
Huiles éthoxylées

V1. Utilisation des bio-tensioactifs

Les bio-tensioactifs sont reconnus pour étre non toxiques, biodégradables et peuvent
étre utilisés dans des conditions extrémes [15,25]. C'est pourquoi ils peuvent étre utilisés
dans de nombreux domaines (Tableau 3). Cependant, il semblerait que les bio-tensioactifs

soient principalement utilisés par l'industrie pétrochimique [15,26].
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Tableau 3: Utilisations potentielles des bio-tensioactifs [15]

Fonction

Champ d'application

Emulsifiant et dispersant
Solubilisant et micro-émulsions
Agent mouillant et pénétrant
Détergent

Agent moussant

Agent épaississant

Agent séquestrant des métaux
Aide a la croissance bactérienne
Dé-émulsifiant

Agent réducteur de viscosité
Dispersant

Récupération de ressources

Cosmétiques, peintures

Pharmaceutique, articles de toilette
Pharmaceutique, industrie textile, peinture

Nettoyants ménagers, produits de I'agriculture ou de haute

technologie

Cosmeétiques, articles de toilette, flottation de minerais

Peintures

Minerais

Traitement d'huiles usagées pour boues de

STEP, fermentation
Traitement de déchets

Transport par pipeline

Séparation des mélanges goudron/pétrole ou

goudron/eau

Récupération assistée de pétrole
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Chapitre 3 : matiere premiere
Partie 1 : extraction des rhamnolipides du p.aeruginosa.
I. La bactérie de « pseudomonas aeruginosa »

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif appartenant
a la famille des Pseudomonadaceae qui inclut dix genres : Azomonas, Azomonotrichon,
Azorhizophilus, Azotobacter, Cellvibrio, Mesophilobacter, Pseudomonas, Rhizobacter,
Rugamonas, et Serpens. Le genre Pseudomonas regroupe 7 especes : P. aeruginosa, P.
chlororaphis, P. fluorescens, P. pertucinogena, P. putida, P. stutzeri et P. syringae. P.
aeruginosa est I’espéce type du genre Pseudomonas. Sa taxinomie est présentée dans le

tableau 04 :

Tableau 04 : Taxinomie de P. aeruginosa

Regne : Bacteria
Embranchement : Prokaryota

Division : Proteobacteria

Classe : Gammaproteobacteria
Ordre : Pseudomonadales
Famille : Pseudomonadaceae
Genre : Pseudomonas

Espéce : aeruginosa

Il. Caractéristiques générales

11.1. Description

P. aeruginosa est un bacille a Gram négatif non sporulant de forme droite ou
Iégérement courbée. Elle mesure de 1 & 5 pum de long et de 0,5 a 1 um de large (Figure 15).
Bien que ce pathogene, ayant un métabolisme oxydatif, soit aérobie stricte, plusieurs
isolats ont montré une capacité a croitre en milieu anaérobie. P. aeruginosa est une

bactérie motile grace a la présence d’un flagelle monotriche polaire. Cette bactérie est
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catalase positive et oxydase positive. Elle possede une versatilité nutritionnelle
remarquable pouvant utiliser une variété de sucres simples et complexes, d’alcools et
d’acides aminés comme seule source de carbone.

P. aeruginosa est une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un
large spectre de température allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se
situe entre 30 et 37°C. La morphologie de P. aeruginosa, de méme que pour tout le genre
Pseudomonas, est facilement distinctive grace a la production de la pyocyanine, un
pigment bleu-vert diffusible dans le milieu extracellulaire, d’ou le nom de bacille

pyocyanique.

Figure 15: Pseudomonas aeruginosa

11.2. Caractéres structuraux

La paroi bactérienne de P. aeruginosa est typique des bactéries a Gram négatif,
composée d’une grande variété de molécules aux fonctions multiples (Figure 2). La paroi

est formée de deux membranes séparées par le périplasme.
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Figure 16 : Paroi de P. aeruginosa

La paroi de P. aeruginosa est caractéristique de la paroi des bactéries a Gram négatif.
Elle est constituée d’une membrane externe ou sont localisés le lipopolysaccharide (LPS)
et les porines et d’un espace périplasmique contenant le peptidoglycane.

I11. production des rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biotensioactifs glycolipidiques résistants a la chaleur. Ils
sont composés de rhamnose lié a des acides gras B-hydroxylés. P. aeruginosa produit 25
rhamnolipides qui sont différents soit par la longueur de la chaine ou le degré de saturation
de I’acide gras. La biosynthése des rhamnolipides implique 3 enzymes codées par les génes
RhIA, RhIB et RhIC [27]. Plusieurs stimuli environnementaux tels que la densité cellulaire,
le stress et la carence nutritionnelle stimulent la biosynthése des rhamnolipides [28, 29,30,
31]. Cette biosynthése coincide avec la phase stationnaire de croissance. Elle est régulée

soit au niveau de la transcription soit a un niveau post-transcriptionnel.
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IV. La structure du rhamnolipide produire par P.aeruginosa :

Parmi les diverses espéces de biotensioactifs , beaucoup de travaux ont été réalisé
sur des biotensioactifs de rhamnolipide produits par la souche de Pseudomonas aeruginosa.
Deux types de rhamnolipids (RLs) sont principalement produit a partir du P. aeruginosa
dans la condition habituelle de croissance : ils sont mono-(RL-1) et les Di-rhamnolipids
(RI-2) et elles ont deux chaines hydrophobes comme montrées dans la figure 17. Les
parties hydrophiles des molécules RL sont les groupes de rhamnosyl et dacide
carboxylique. RI- 1 a un seul groupe de rhamnose tandis que RI-2 a deux groupes de

rhamnose jointifs entre eux avec un pont en ester.

ﬁ ﬁ mono-rhamnolipid:
H
T 1. N o—c—ﬁ—c—o—é—ﬁ—c—OH Rha-C,o-C.4
3 | 2 I 2 L-rhamnosyl-
(THZ s (THZ In- 46881 B-hydroxydecanoyl-3-hydroxy(n + 4)oate
OH OH CH, CH,
|0| Ci di-rhamnolipid:
i . e O—E—ﬁ—c—o—'c":—cH:—c—OH Rha-Rha-C1,-C,y.4
Sl | 2 | 2 L-rhamnosyl-L-rhamnosyl-
(TH2 )e (THZ Jn=as881 B-hydroxydecanoyl-B-hydroxy(n + 4)oate
o CH, CH,
OH O o
CH, N
OH OH

Figure 17: Structure générale des biotensioactifs de rhamnolipid produit par Pseudomonas

aeruginosa
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Partie 2 : Extraction des saponines du lierre « Hedera Helix

|. Classification

La classification du lierre « Hedera Helix » est illustré dans le tableau 05

Tableau 05 : classification du lierre « Hedera Helix »

Reégne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Apiales
Famille Araliaceae
Genre Hedera

Figure 18 : Le lierre « Hedera Helix »

I1. Composition chimique des feuilles du lierre « Hedera Helix » :

Les principes actifs sont : les saponines et les saponosides. Les feuilles du lierre
« Hedera Helix » contiennent approximativement 5-8% des saponines. Cette fraction se
compose principalement de hederagenin bisdesmosidic, acide oleanolic -, et

bayogeninglycosides. Hederasaponins de B a | sont caractérisés.

I11. Distribution

Cette espéce est originaire d'Europe (lles Britanniques, Scandinavie, France,

Benelux, Europe centrale, lItalie, péninsule Ibérique, Balkans), et d'Asie occidentale

(Chypre, Turquie).

C'est une plante capable de s'adapter a de nombreuses régions. On la trouve sur le
littoral atlantique ou elle résiste aux pluies abondantes et aux embruns maritimes. Elle
s'adapte aussi a la sécheresse dans les pays méditerranéens et peut pousser en montagne

jusgu'a 1000 m d'altitude. Elle ne résiste cependant pas aux grands froids.
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IV. Les saponines

Les saponines sont des tensioactifs que l'on retrouve, en quantité variable, dans de
tres nombreuses plantes (soit dans les feuilles de telle plante, soit dans le tronc de telle
autre ou encore les fruits et les graines, les coques des noix, les racines etc.), comme la

saponaire, les arbres a savon, le lierre, le soja etc.

Les saponines constituent un ensemble complexe et chimiquement trés diversifié de
molécules triterpéniques constituées d’une fraction aglycone hydrophobe liée a une chaine
mono ou polysaccharidique hydrophile (Figure 19). Cette structure leur donne
d’excellentes propriétés émulsifiantes.

Les saponines doivent leur nom, dérivé du latin « sapo » qui signifie mousse, au fait
qu’elles peuvent former une mousse stable dans des solutions aqueuses.
Traditionnellement, elles ont été utilisées en tant que détergents, piscicides et
molluscicides en plus de leurs applications industrielles en tant qu’agents moussants et

tensioactifs.

Figure 19 : Structure des saponines
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes
Ce chapitre est consacrée a :

e La production et étude physico-chimique d’un biotensioactif & partir d’une souche

bactérienne « pseudomonas aeruginosa ».

e Extraction d’un biosurfacatant (les saponines) a partir d’une source végétale : le

lierre « Hedera Helix » et détermination de ses caractéristiques physico-chimiques.

Partie 1 : Production des rhamnolipides par « Pseudomonas aeruginosa »
I. Matériel
I.1. Matériel biologique
Souche bactérienne

Le support bactérien utilisé pour la production du biotensioactif est la souche :
« pseudomonas aeruginosa » de référence : TSA, F3 (voir annexe I). Cette souche a été
ramenée de I’institut pasteur d’Alger. La souche est cultivée sur une gélose nutritive afin

de la conserver pour un usage ultérieur.
1.2. Matériel non biologique

Pour les équipements, verrerie, consommables et milieux de cultures utilisés, voir

annexe I.

Il. Méthodes

11.1. Production du biotensioactif
11.1.1. Préparation de I’inoculum

Dans un environnement stérile et a partir d’une culture sur gélose nutritive, on
préléve une surface d’environ 10 cm? de la souche productrice, au moyen d’un fil a boucle
stérilisé et on I’introduit dans un erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de bouillon
nutritif préalablement autoclavé. L’incubation s’effectue a 30°C dans un incubateur a

agitation a 180t/min pendant 16 heures [32]. (Voir figure 21dans I’annexe I)
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11.1.2. Milieu de production et conditions de culture

La production d’un biotensioactif est réalisée selon le mode opératoire suivant [33]:
Dans un erlenmeyer de 2000 ml contenant 1000 ml de milieu M préalablement autoclavé
dont la composition est donnée dans I’annexe I. Additionné de 4 % d’huile d’olive comme
seule source de carbone. Ce milieu est inoculé par 1 % d’une préculture précédente et

I’incubation s’effectue a 30°C dans un incubateur a agitation a 180t/min pendant 5 jours.

Les prélevements sont effectués toutes les 24 heures, avec le suivi régulier

d’index d’émulsion.
11.2. Extraction du biotensioactif

L’extraction du biotensioactif s’effectue selon la méthode par « précipitation acide »

avec quelques modifications [32].

Aprés I’incubation, les cellules bactériennes ont été enlevées deux fois du milieu
d’incubation par centrifugation a 8500t/min pendant 10 minutes a 4°C apres la
neutralisation de son pH a 7 au moyen d’une solution de NaOH 0,1 mole/l. Ensuite, le
surnageant a été ajusté a un pH de 2, au moyen d’une solution de HCI a une concentration
de 1 mole/l avant d’étre recentrifugé a 8500 t/min pendant 20 minutes a 4°C. Le culot
obtenu subit un lavage avec de 1’eau distillée plusieurs fois par centrifugation a 8500t/min

durant 45 minutes a 4°C. Le culot formé représente le biotensioactif produit par la souche.

Le mode opératoire est décrit selon le schéma suivant
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[ Souche bactérienne ]

A

[ 100 ml Bouillon nutritif ]
Agitation : 180t/min pendant 16h

\ 4
[ 1000 ml : M + 4% huile d’olive +1% :préculture }

é;gitation : 180t/min pendant 5 jours

[ Extraction de biotensioactif par précipitation acide }

<«

entrifugation
y

[ Biotensioactif ]

Figure 23: Schéma de production du biotensioactif a partir de la souche « pseudomonas

aeruginosa »
I11. Caractérisation physico-chimique :
111.1. Détermination de I’index d’émulsion E,4

L’index d’émulsion permet de vérifier la capacité des souches a émulsionner une

phase hydrophobe (huile d’olive) dans une phase hydrophile (milieu de culture).

L’index d'émulsification d’une solution du biotensioactif de concentration de 2g/1 a
été évalué selon la méthode de Cooper and Goldenberg avec quelques modifications [34]

Le test consiste & mélanger 3 ml d’huile d’olive avec 3 ml de la solution du
biotensioactif dans des tubes a essai (voir I’annexe I). Les tubes sont agités dans un vortex
pendant 3 min puis apres homogénéisation des deux phases, on procéde au calcul de
I’index d’émulsion Ey4 selon L’équation 6. Les tubes sont laissés au repos pendant 24

heures a température ambiante.

Par la suite, un deuxieme calcul d’index d’émulsion est refait pour Vérifier la stabilité de
I’émulsion. Le calcul d’Ey4 est effectué selon la relation suivante : Ey4 = (he / ht) x 100
(Equation 6)
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he : hauteur de 1’émulsion.
ht : hauteur totale du mélange.
111.2. Mesure de la conductivité :

Tous les tensioactifs ioniques peuvent étre déterminés par détection de la

conductivité.

On prépare des solutions du tensioactif a différentes concentrations : 0.05, 0.3, 0.5, 1,

1.5 et 2 g/l en mesurant leurs conductivités a I’aide d’un conductimetre.

Figure 25 : Appareil d’un conductimétre

111.3.Détermination de la tension de surface et de la concentration micellaire

critique :

La tension superficielle du soluté a différentes concentrations en agent tensioactif ont
été mesurées directement a 1’aide d’un tensiomeétre. La mesure de la tension superficielle a
été effectuée a la température 25 + 1°C. Cette mesure a été répétée trois fois et une valeur
moyenne a été calculée.

Pour le calibrage de l'instrument, la tension superficielle de I'eau comme référence a
été mesurée avant chaque expérience. [35]

La concentration micellaire critigue (CMC) est déterminée a partir du point d'arrét

de la tension superficielle (obtention des valeurs presque constantes) [35].

I11.4. Analyse par spectrophotométrie UV/visible
L’analyse par spectroscopie UV visible a été réalisée sur un appareil de
spectrophotometre « model UV/visible 303, GBC Cintra australia» au niveau de

laboratoire d’analyse physico-chimique.
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On prépare une solution de tensioactif de concentration 1g/l, ensuite on mesure

I’absorbance a ’aide d’un spectrophotometre.

Partie 2 : Extraction des saponines du lierre « Hedera Helix »

. Matériels :

Les feuilles de lierre utilisées pour I’extraction des saponines ont été récoltées durant

le mois de Juin 2013 de la région de Blida.

Son identification botanique et la systématique ont été confirmées au niveau de

laboratoire botanique de jardin d’essai d’Elhama.

Pour le matériel non biologique on a utilisé : le montage soxhlet, hexane, méthanol,

butanol et eau distillée.

Figure 27 : le lierre « Hedera Helix »

I1. Protocole expérimentale :
Avant de passer a I’extraction des saponines a partir des feuilles de lierre ; une

délipidation de la plante a été réalisée. Tout d’abord, le matériel végétal doit étre lavé,
sécher a I’air libre avant d’étre broyé. Par la suite, une délipidation est effectuée durant

deux heures par 250 ml d’hexane a I’aide d’un montage de soxhlet (voir figure 26)
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Figure 28 : montage de soxhlet pour la délipidation

I11. Extraction des saponines [36] :
L’extraction des saponines de lierre a été réalisée a 1’échelle de laboratoire selon les
étapes suivantes :

a) Mode opératoire
Dans un montage de soxhlet ,300g du broyat délipidé est placé. La durée d’extraction est

de 3 heures. Le mode opératoire est décrit selon le schéma suivant.
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feuille du lierre(Hedera Helix)

poudre fine
délipidé‘avec I’ hexane
extraite avec le méthanol (Soxhlet)
le méthanol e‘ti)orc‘ sous vide
extrait methanolique
suspendu dans l'eau et fltré
solution fucusc
extraite avec le butanol saturé en eau
I l

|
phase aqueuse phase butanoligue

le butanol évaporé sous vide

extrait butanolique (SAPONINE)

Figure 29: Schéma d’extraction des saponines des feuilles du lierre « Hedera
Helix » [36]

IV. Caractérisation physico-chimiques des saponines :
IV.1 Détermination de I’indice de mousse :

L’indice d’émulsion est déterminé selon la méthode de Das et al [37]

On prend 6 tubes & essai, chaque tube contient 3ml d’eau distillé puis on ajoute
différentes volumes de saponines: 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3ml. Aprés 1’agitation on calcul

I’indice de mousse selon la formule suivante :

[ Indice de mousse(%)=hauteur de la mousse / (hauteur de liquide+mousse)*100 }

Si I’indice de mousse et supérieur a 100, on a un test positif [38]
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1V.2 Détermination de I’index d’émulsion E,4

L’index d’émulsion est calculé selon la mode opératoire donné dans le paragraphe

I11.1 mais dans ce cas on utilise I’hexane comme partie hydrophobe.

IV. 3. Analyse par spectrophotométrie UV/visible
La solution a été préparée dans l’eau distillée. Les mesures d’absorbance ont été

enregistrées sur un appareil de spectrophotometre « model UV/visible 303, GBC Cintra

australia » dans des cellules en quartz.
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Chapitre 5 : résultats et discusions
Partiel : Production des rhamnolipides par « P.aeruginosa »
I. Production du biotensioactif

Apres 5 jours de ’incubation du milieu, on observe qu’il y’a une formation d’un

surnageant.

Figure 30: le milieu de culture aprés 5 jours d’agitation

L’isolation de biotensioactif a partir de la souche « Pseudomonas Aeruginosa » a été
réalisé suivant le protocole expérimental précédemment décrit. Une quantité de 1.5g de

biotensioactif a été mesurée.

Figure 31 : Le biotensioactif produit
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I1. Caractérisation physico-chimique
11.1. L’index d’émulsion E,, :

Un mélange formé de I’huile d’olive (phase organique), de 1’eau (phase aqueuse) et
du biotensioactif produit a été agité et laissé au repos pendant 24 heures a tempeérature
ambiante afin de tester ’efficacité de ce biotensioactif a émulsionner les deux phases

suivant le protocole décrit précédemment [34].

Aprés 24h, le calcul de I’indice d’émulsion a donné les résultats représentés dans la

figure suivante.

\—-— indice d'émulsion

o
o
)

\
|

N w

[$)] o

1 1
||

N
o
1

indice d'émulsion (%)
S o
1 1

\

temps (jours)

Figure 32 : Indice d’émulsion en fonction du temps

Le biotensioactif a une capacité de diminuer la tension interfaciale entre la phase
aqueuse (eau) et la phase huileuse (huile d’olive) donc on obtient une formation d’une

émulsion et une meilleure homogénisation (voir figure 31).

L’allure générale de la courbe représentant 1’indice d’émulsion en fonction du temps
est croissant. Les résultats ont montré¢ que I’indice augmente (de 2.5% jusqu’a 36 %) au
cours du temps jusqu’a ce qu’il atteint un palier et I’indice d’émulsion prend des valeurs
constantes. On remarque au bout de 4jours la courbe prend 1’allure d’un pallier ou I’index

d’émulsion prend sa valeur maximale.
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Phase huileuse ]

Phase émulsionnée ]

[ Phase aqueuse ]

Figure 33 : résultats du test d’émulsion

e Le diagramme ternaire :

Pour bien préciser le domaine d’émulsification on trace le diagramme ternaire. On
prend les mémes quantités (en gramme) utilisé pour la production des émulsions et on trace
le diagramme ternaire pour connaitre le domaine de présence de 1’émulsion. La figure

suivante représente le digramme ternaire du systeme eau/huile/Biotensioactif.

0,75

1,00
)4

7
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
eau

N

Figure 34: diagramme du systéme eau/huile/Biotensioactif

Le tracé du diagramme ternaire eau/huile/biotensioactif montre la présence deux

parties : I'une au dessous du notre graphe et I’autre au dessus de ce dernier.
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A partir de ce diagramme on peut dire qu’ :
e Il y aune absence d’émulsion parce qu’on a deux phases dans la premiére partie.

e L’existence d’émulsion dans la deuxiéme partie ou il y a une seule phase.

I11.2. Mesure de la conductivité :

Aprés la mesure directe de la conductivité a 1’aide d’un conductimétre. Le tracé de la
variation de la conductivité en fonction de la concentration du biotensioactif est représenté

par la figure suivante.

—v— conductivité(us/cm)]

w B (o)) o2} ~ o<
o o o o o o
1 1 1 1 1 J

conductivité(us/cm)

N
o
1

\

o

0,5 1,0 1,5 2,0
concentration (g/l)

o
o

Figure 35 : la conductivité en fonction de concentration

Les rhamnolipides sont des biotensioactifs anioniques [39]. On remarque que la

conductivité augmente au fur et a mesure que la concentration en biotensioactif augmente.

11.3. Détermination de la tension de surface et de la concentration micellaire critique :
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La variation de la tension superficielle en fonction de la concentration du

biotensioactif est illustrée dans la figure 25.
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Figure 36: la tension superficielle en fonction de la concentration en fonction du

biotensioactif

La tension superficielle (72mN/m de 1’eau) diminue graduellement avec
l'augmentation de la concentration en agent tensioactif. A une certaine concentration
(c=1g/l) appelée la concentration micellaire critique (CMC), la tension superficielle du
biotensioactif prend une valeur constante égale a 31ImN/m . En comparativement nos
résultats aus travaux réalisés par Sineriz [39] sur la production du biotensioactif. Il a trouvé
que la tension superficielle des rhamnolipides varient entre 25-31 mN/m . Cette résultat

sont est en concordance avec celle de notre étude.
11.4. Analyse par spectrophotométrie UV/visible

Pour une concentration en biotensioactif de 1g/l, on a trouvé les longueurs d’onde

d’absorption compris entre 210 et 190 avec une absorbance de 9.2 (voir la figure 35)
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Figure 37 : résultat d’analyse par spectrophotométrie UV/visible
Partie2 : L’extraction des saponines a partir du lierre « Hedera Helix »
I. Extraction des saponines :

Apres I’extraction des saponines du lierre suivant le protocole donné, on obtient un

liquide visqueux qui représente les saponines.

Figure 38 : les saponines

I1. Caractérisation physico-chimique :
I1.1. Détermination de I’indice de mousse :
Apres ’agitation du mélange eau /saponine, on remarque qu’il y a une formation de

la mousse (figure 39)
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Phase moussante ]

Phase aqueuse ]

Figure 39 : production de la mousse par les saponines

Le test de capacité de produire la mousse par les saponines conduit a I’obtention des

valeurs d’indice de mousse de 85%.
11.2. Détermination de I’index d’émulsion E,,4

Aprés 24 h de mélange de la phase organique (hexane), de la phase huileuse (eau) et
du biotensioactif (saponines), on remarque une formation d’une émulsion (figure 41)

sachant que les saponines sont des bons émulsifiants.

L’allure de la figure 40 montre que I’indice d’émulsion augmente en fonction de

I’augmentation du volume des saponines jusqu’a ce qu’il atteint une valeur maximale égale

a 56%.
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Figure 40 : indice d’émulsion en fonction de la quantité de saponine
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Figure 41 : production d’une émulsion par les saponines

11.3. Analyse par spectrophotométrie UV/visible

Aprées 1’analyse par spectrophotométrie on trouve que les saponines absorbent dans

les longueurs d’onde suivantes : 672, 416, 326 et 285.5 nm
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Conclusion
L’objectif de ce travail est la production d’un biotensioactif a partir d’une bioressource.
e Une source animal : la souche bactérienne « pseudomonas aeruginosa »
e Une source végetale : le lierre « Hedera Helix »

La culture de Pseudomonas aeruginosa en présence de 1’huile d’olive comme source
de carbone a permis la production d’une quantité de biotensioactif capable de réduire la

tension superficielle et ayant un bon index d’émulsion.
Aprés la détermination des caractéristiques physico-chimiques des deux
biotensioactif (rhomnolipide, saponine) on a trouvé que :

v' Les rhamnolipides et les saponines donnent des bons indices d’émulsion 36%

pour les rhamnolipides et 56% pour les saponines.

v La conductivité des rhamnolipides augmente en fonction de I’augmentation la

concentration des rhamnolipides.
v" Les rhamnolipides diminue la tension de surface de I’eau jusqu’a 31mN/m

v" Les saponines donnent un indice de mousse de 85%
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Annexe |

Matériels utilisés :

- Plaque chauffante avec agitation

- Erlenmeyers

-Tubes a essais

-Centrifugeuse

Figure 20 : pseudomonas aeruginosa sur une gélose nutritive

Bouillon nutritif :

Milieu M

Ingrédients Quantité
Peptone 5,009
Extrait de viande de boeuf 3,009
Eau distillée 1000 ml
Ingrédients Quantité
KH2Po4 0,59
K2HPO4 1g
KCI 0,19
MgSOa 0,59
Fe SO4 0,008 g
CaCl2 0,059
Urée 69
Extrait de levure 01g
Solution d’éléments traces 1 ml
Eau distillée 1000 ml
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e Composition de la solution d’éléments traces

Ingredients Quantité
Fe SO4 0,00152 g/l
Mn SO4 0,00151 g/l
Cu SO4 0,00016g/1
Zn SO4 0,000161g/I

Figure 21 : incubation avec agitation du bouillon+souche

[ Phase huileuse . . .
Le biotensioactif

Phase aqueuse J

Figure 22 : extraction du biotensioactif
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Figure 24 : préparation des emulsions

Réfrigérant

- Soxhlet
Phase solide

Pochette d’échantillon
(Cartouche)

Ballon + Pierre ponce
Solvant

i' Cristallisoir

Plaque chauffante
i S w—

Figure 26 : Montage d’extraction par I’appareil Soxhlet
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Tableau 06 : indice d’émulsion en fonction du te

Temps (jours)

0

1

2

3 4

Indice d’émulsion (%)

2,5

7,4

31| 36

35

32

Tableau 07 : quantité des constituants pour la production des émulsions

Mk (9) 1 | 15 2 2.5 3 35 4 4.5 5 5.5
Me(g) | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Me(g) |265| 2.65 | 2.65 | 265 | 265 | 2.65 | 2.65 | 2.65 | 2.65 | 2.65

Tableau 09 : les résultats de la conductivité

Tableau 08 : pourcentages des constituants des émulsions

%E % TA %H
0 0
0,17699 0,35398 | 0,46903
0,2439 0,3252 0,43089
0,30075 0,30075 0,3985
0,34965 0,27972 | 0,37063
0,39216 0,26144 | 0,34641
0,42945 0,2454 0,32515
0,46243 0,23121 | 0,30636
0,4918 0,21858 | 0,28962
0,51814 0,20725 | 0,27461
0,54188 0,19704 | 0,26108
0,56338 0,18779 | 0,24883
0,79848 0 0,20152
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Concentration g/l 0,05 0,30 0,50 1.00 1,50 2.00
Conductivité ps/cm 7,10 12,12 31,90 33,20 52,40 72,10
Tableau 10 : les résultats de la tension superficielle

C (gl 0 |0,005|005 (0,12 (0,24 |0,27 |03 |05 |1 15 (2

& (mN/m) 72 |42 41 388 |382 |378 |37,7 |36 |31 |31 |31
Tableau 11 : les résultats du test d’émulsion des saponines
Volume de la saponine (ml) |0 0.05 | 0.1 0.1 0.2 0.25 0.3
Indice d’émulsion (%) 0 50 53.13 55.38 53.33 51.61 50.79
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