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Résumé

L’objectif de ce présent travail est la production et la caractérisation d’un bioémulsifiant
produit par une souche bactérienne

hydrocarbocarbonoclaste« MarinobacterhydrocarbonoclasticusSdk644 ».

Les résultats concernant les meilleures conditions de production sont : le glycérol (2 %,
v/v) comme source carbone, le nitrate de sodium comme source d’azote et un rapport C/N
de 6,3, le chlorure de sodium a été montré comme élément précurseur de la production. Un
bon rendement avec un milieu riche LB comparativement avec une milieu pauvre MSM
(13,55 g/l et 1,52 g/, respectivement). La production maximale a été obtenue a un temps

plus réduit dans le milieu LB (16 h) par rapport au milieu MSM (40 h).

Par la suite, I’extraction du bioémulsifiant avec le mélange Chloroforme : Méthanol a
donné un meilleur rendement (4,74 g/l) et une bonne émulsification (E24 de 60%). Le
bioémulsifiant produit dans le milieu LB a montré une bonne stabilité thermique et acido-
basique. Le bioémulsifiant produit dans les deux milieux avec le glycérol conduit a la
formation d’émulsion stablevis-a-vis des substrats hydrophobes diversifiés, avec une

amplitude différente.

L’analyse biochimique a révélé que le bioémulsifiant contient un taux de lipide de 28,99 +
6,23 (%) et de glucides de 30,93 + 1,75(%) (mg équivalent de glucose/l).La caractérisation
structurale par I’analyse IRRTA révele que le bioémulsifiant produit dans les deux milieux
LB et MSM ayant une structure similaire. Les groupements fonctionnels majeurs analysés

sont assignés aux sucres et aux acides gras.

Mots clés : Marinobacter hydrocarbonoclasticus, bioémulsifiant, production, stabilité,

caractérisation.



Abstract:

The aim of this work is to study the production and the characterization of a bioemulsifier
produced by a marine hydrocarbonoclastic bacteria,Marinobacter hydrocarbonoclasticus
Sdk644strain. Firstly, the main factors which affect the bioemulsifier production have been
chosen. It was found that glycerol (2%, v/v) is the best carbon source, sodium nitrate as a
nitrogen source and a C/N ratio of 6.3. Sodium chloride appeared as an important
parameter in bioemulsifierproduction. In addition, the maximum yield production was
observedin a rich medium LB insteadof poor mediumMSM (a concentration of 13.55 g/l in
LB compared to 1.52 g/l in MSM). Maximum production was obtained in a short time with
LB medium (16 h) than with MSM medium (40 h). Bioemulsifier extraction carried out
with Chloroform/Methanol gave a high yield (4.74 g/1) and good emulsification (E24 of
60%). The bioemulsifier produced in LB medium showed a good thermal and acido-basic
stability. The bioemulsifier produced in both media with glycerol as carbon source,drives
to the formationof emulsions with variable extents againsta varietyof hydrophobic
substrates. Biochemical analysis revealed that the bioemulsifier is composed of 28,99 +
6,23 (%) lipid content and carbohydrates concentrationof 30,93 + 1,75(%) Structural
characterization by IRATR revealed that the bioemulsifier produced in LB and MSM
mediacould have a similar structure. The major functional groups analyzed were assigned

to sugars and fatty acids.

Key words: Marinobacter hydrocarbonoclasticus, bioemulsifier, production, stability,

characterization.
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CONCLUSION GENERALE

La souche marine« Marinobacterhydrocarbonoclasticus Sdk644 » isolée localement a
partir d’un sédiment portier est une bactérie hydrocarbonolclaste et douée d’une activité
productrice d’une biomolécule a fort potentielle biotechnologique; il s’agit d’un

biosurfactant d’un caracteére émulsifiant.
L’ensemble des résultats obtenus montrent que :

e Les meilleuressourcesde carbone et d’azote sont respectivement, le glycérol (2 %,
v/v) et le nitratede sodiumavec un rapport C/N de 6,3.

e Le chlorure de sodium est qualifi¢ comme ¢élément précurseur de la production.

e Un bon rendement de production avec un milieu riche LB comparativement avec le
milieu pauvre MSM (13,55 g/l et 1,52 g/1, respectivement).

e La production maximale a été obtenue a un temps plus réduit dans le milieu LB (16
h) par rapport au milieu MSM (40 h).

e Un meilleur rendement d’extraction de bioémulsifiant est obtenu avec le mélange
Chloroforme : Méthanol (4,74 g/1).

e Une bonne émulsification a été enregistrée en utilisant MSM glycérol (E24 de
60%). Sachant que le bioémulsifiant produit dans les deux milieux en présence du
glycérol conduit a la formation d’émulsion stable des substrats hydrophobes
diversifié¢ avec une amplitude différente.

e Le bioémulsifiant produit dans le milieu LB a montré une bonne stabilité thermique
et acido-basique.

e [’analyse biochimique a révélé que le bioémulsifiant contient un taux de lipide de

28,99 £ 6,23 (%) et de glucides de 30,93 £+ 1,75 (mg équivalent de glucose/l).

e La caractérisation structurale par 1’analyse IRRTA révele que le bioémulsifiant
produit dans les deux milieux LB et MSM ayant une structure similaire. Les
groupements fonctionnels majeurs analysés sont assignés aux sucres et aux acides

gras.
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Comme perspectives pour la poursuite de ce travail de recherche, nous pouvons envisager
faire une étude structurale plus détaillée de notre bioémulsifiant, on fait appel aux moyens
d’analyses les plus performants tels que Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire
(RMN C) et la spectroscopie de masse. En outre, le produit obtenu méritera une
investigation a grande échelle afin de le commercialiser comme additif dans les différentes
applications industrielles, a savoir, comme produit nettoyant des cuves contenant des
hydrocarbures, dans la récupération assistée du pétrole ou en tant que émulsifiant en

agroalimentaire.
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1.1. INTRODUCTION

Les surfactants (ou agents de surface actifs)sont des molécules amphiphiles constituées
d’une partie hydrophile polaire (soluble dans 1’eau) et d’une partie hydrophobe non polaire
(soluble dans I’huile) (figurel.l). Ils sont capables de s’accumuler a I’interface entre deux
phases non miscibles comme I’huile et 1’eau, tout en réduisant la tension de surface, et par
conséquent, ils permettent a celles-ci de se mélanger et de s’interagir plus facilement
[13,14].Les surfactants peuvent répondre a un grand éventail d’applications industrielle et

environnementale.

Partie hydrophobe, soluble dans I’huile

o€ »

Part Partie hydrophile,
soluble dans I’eau

Figurel.1 : Structure d’un tensioactif.

1.2.GENERALITE SUR LES BIOSURFACTANTS

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles constituées d'une partie hydrophile
polaire et d'une partie hydrophobe non polaire. Généralement, le groupement hydrophile
est constitué¢ d'acides aminés, peptides ou de polysaccharides (mono ou di) ; le groupement

hydrophobe est constituée d'acides gras saturés ou non saturés[15] .

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

chimiques|[3,13]:

e Les cationiques qui possédent une charge positive .
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e Les anioniques.

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

e les non ioniques, sans charge et les amphoteéres (zwitterioniques) qui possedent
deux groupements hydrophilesdifférents : l'un anionique et l'autre cationique.
Selon le pH de la solution, ils peuvent agir en tant qu'espéce anionique, cationique

ou neutre.

La portion hydrophobe, quant a elle, influe sur la chimie du surfactant par son aromaticité,

son nombre de carbones ou son degré de ramification [13]

Les biosurfactants sont classés suivant la nature biochimique du surfactant produit par le
micro-organisme. La revue bibliographique révele que la majorité des biosurfactants
produits sont de type anionique ou non ionique [16,7].I1 existe peu de structures

cationiques[17].

Cependant et dans certains cas, la présence de groupements contenant des atomes d'azote
confére un certain caractére cationique a la molécule, ce qui va influencer ses propriétés

d'adsorption ou de floculation par exemple.

1.2.1 classification des biosurfactants

On distingue cinq grandes classes de biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides, les

phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres[18].

e Les glycolipides sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une
longue chaine d'acides aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques [4,19].Un
exemple des glycolipides les étudiées sont ceux des rhamnolipides produits par
Pseudomonas spp.

e Les lipopeptides sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptidique. La
surfactine produite par Bacillus spp. est 'une des exemples types.

e Les phospholipides sont formés de groupements alcools et phosphate et de chaine
lipidique.Healy et al.,(1996)[4]indique que bien qu’ils sont présents dans tous les

micro-organismes, il y a peu d'exemples de production extracellulaire,
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e Les lipopolysaccharides ou polymériques sont constitués d'une ou plusieurs unités
saccharides et d'acides gras. Ce sont les biosurfactants qui possédent la masse
molaire la plus élevée,

e Les acides gras et lipides neutres.
Les biosurfactants sont devisés en grandes deux classes :
» Composés a faible poids moléculaire

IIs comprennent les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides [20].Ces molécules
communément appelés biosurfactants réduisent efficacement les tensions de surface et

interfagiales[21].
» Polymeéres a haute poids moléculaire

On trouve dans cette classe les polysaccharides amphiphiles, les protéines
lipopolysaccharides ou les lipoprotéines [21]. Ces polymeres ou bioémulsifiants sont plus
efficaces dans la formation des émulsions stables de type huile dans 1’eau, sans diminuer

efficacement la tension de surface [21].
1.3. BIOEMULSIFIANTS

1.3.1 Définition

Les bioémulsifiants sont des agents tensio-actifs de haut poids moléculaire produits par
certaines especes de microorganismes.lls conduisent a la formation d’émulsions stables,
sans provoquent une réduction importantes des tensions interfaciales et de surface. Le role
naturel des bioémulsifiants est la formation de biofilms, l'augmentation de la
biodisponibilit¢é des substrats insolubles dans I'eau, la régulation de l'attachement-
détachement du microorganisme vers et a partir dusurfacede la cellule.Les bioémulsifiants

ont également une activité antimicrobienne [22].

1.3.2 Classification
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Les bioémulsifiants les plus ¢tudiés, essentiellement d’origine microbienne. Ils ont été

répartis en quatre classes selon leur nature chimique[23].

Des espéces telles que Torulopsis, Pseudomonas ou Arthrobacter ont la capacité de
synthétiser des sophorose-, rhamnose-, tréhalose- (Figure 1.2), saccharose- et fructose-
lipides, les espeéces Candida et Shizonella des lipides mannosylérythritol et Usilagozeae

des lipides cellobiose[9].
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Figure 1.2: Structures de quelques bioémulsifiants glycolipidiques. (A) rhamnolipide de
type I produit par Pseudomonasaeruginosa. (B) trehalosedimycolate par

Rhodococcuserythropolis. (C) sophorolipide par Torulopsisbombicola [9].

Un exemple représentatift de ce groupe est 1’émulsane, produit par
Acinetobactercalcoaceticus. C’est un lipopolysaccharidepolyanionique extracellulaire

(Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Structure de I’émulsane produit par Acinetobactercalcoaceticus, 1ié a un acide

gras [15].

La surfactine, produite par Bacillussubtilis, est a ce jour I’un des bioémulsifiants les plus
efficaces. Elle est composée d’un anneau de sept résidus d’acides aminés (Glu-Leu-
LeuVal-Asp-Leu-Leu) couplé a une molécule de 3-hydroxy-13-acide
méthyltétradécanoique (Figurel. 4). Elle a une importante activité de surface et des
propriétés biologiques (activités antivirale, antibactérienne, hémolytique), qui proviennent

de sa capacité a interagir avec des biomembranes [24,25].

CO — L-Glu' Lideu — D-Leu’

CH,
L-Val

CH, (AL -H
o L-Leu' — D-Leu® — L Asp”

Figure 1.4 : Structure primaire de la surfactine [27].
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La densité et la stabilité des mousses formées en présence de surfactine dépendent des
caractéristiques d’hydrophobie de la chaine alkyl et des propriétés moléculaires
intrinséques a la protéine. Ainsi les mousses les plus stables et la meilleure capacité a
former des mousses ont été obtenus avec des chaines de quatorze atomes de carbone [26].
Lorsque les acides aminés sont modifiés par de 1’acide sulfonique aminométhane,
I’activité de surface de la surfactine est trés affaiblie, certainement du fait de répulsions
de charges et de distorsions structurales inhibant la formation de micelles. L’activité est

meilleure a pH alcalin qu’acide.

D’autres lipopeptides ont été mis en €vidence, tels que la subtiline produite par Bacillus
subtilis[27]ou la lichenysine A. La lichenysine A produite par Bacillus licheniformis est
un lipoheptapeptide cyclique dont la structure est donnée dans la Figure 1.5. Sa séquence
peptidique est proche de la surfactine, mais son pouvoir surfactant est supérieur et il est

un treés bon agent chélatant des cations. Il posséde en outre une CMC trés basse [28].

e L=Vl "“-,"‘
1|-f—’.-’-u iAo
I T [ SN
B.=lilen [ RO

Cirigliano et Carman (1984) [30], ont mis en évidence la synthése d’un émulsifiant par la
levure Yarrowialipolytica uniquement lorsqu’elle est cultivée sur des substrats carbonés

non miscibles a 1’eau. Le liposan produit posséde un pouvoir émulsifiant pour des pH
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acides ou neutres. Il est stable entre 30 et 90 °C et son activité n’est pas dépendante d’ions
métalliques. Il est soluble dans 1’eau. Apres purification, il peut servir a stabiliser un grand
nombre d’émulsions huile dans eau. En 1985, Cirigliano et Carman ont déterminé que le
liposan était constitué a 83 % de sucres (hétéropolysaccharide de glucose, galactose,
galactosamine et acide galacturonique) et a 17 % de protéines. Si son pouvoir émulsifiant
et stabilisateur est inférieur aux Triton (80, 20 et X-100), il a un meilleur pouvoir
émulsifiant que les caséines, les alginates, le dextran et il est meilleur stabilisateur que les

caséines, les pectines et le dextran.

L’alasane produite par Acinetobacterradioresistens KAS53 est constituée d’un
polysaccharide et de trois protéines. Sa composante protéique fait 35,77 kDa et comporte
quatre régions hydrophobes. Ces quatre régions constituent des sites de liaisons
hydrophobes qui permettent a la protéine d’avoir une conformation correcte a la surface

des gouttelettes lipidiques et préviennent ainsi la coalescence [31].

Un bioémulsifiant est produit par une souche de Bacillus lorsqu’elle est cultivée en
présence de pesticides organophosphorés. Il permet I’émulsion des substrats non miscibles.
Ce glycopeptide a une haute masse moléculaire, il est thermostable. Un tel bioémulsifiant

pourrait avoir des applications dans la formulation de pesticides ou dans leur retraitement.

Cameron et al, (1988) [22] ont montré qu’une mannoprotéine, composante majoritaire de
la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae, était un bioémulsifiant efficace : les
émulsions stabilisées sont résistantes au cours de cycles de congélation / décongélation.
Torabizadehet al. (1996)[32] ont purifié ce bioémulsifiant : sa masse moléculaire est de 14
a 15,8 kDa et a partir de 1 kg de cellules de Saccharomycescerevisiae, 100 g de

mannoprotéine peuvent étre récupérés.

1.4. MICROORGANISMES PRODUCTEURS DES BIOEMULSIFIANTS

Les microorganismes sont capables de synthétiser une large gamme de différents
bioémulsifiants.Des exemples de ceux-ci comprennent les lipopolysaccharides, les
lipoprotéines, les protéines, les acides lipoteichoiques, les lipoglycans, les lipomananes, les

lipoprotéines, les glycoprotéines ou les mélanges complexes de ces biopolymeéres.
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Ces polymeres microbiens sont connus pour contenir des sucres désoxy (6-désoxy-
rhamnose ou fucose), des constituants hydrophobes comme les groupes acyle, méthyl ou
d'autres groupes, et parfois méme des acides gras. Il existe d'autres sucres désoxy recrutés
par les microorganismes qui sont responsables du caractére hydrophobe.

Pour la synthese et 'assemblage de ces molécules, les microbes utilisent la voie de-novo et
/ ou l'assemblage a partir de substrats. Les meilleurs bioémulsifiants étudiés et les premiers

sont les bioémulsants produits par différentes especes d'Acinetobacter[33, 3435].

1.4.1 Microorganismes marins producteurs de bioémulsifiants

Le milieu marin ou les zones coétieres en général sont une source potentielle des
microrganismes qui sont bien connus pour leurs propriétés bioactives variées, qui
comprennent la production de métabolites secondaires, des enzymes hautement
thermostables et des composés bioactifs. Un grand nombre de microorganismes
producteurs de bioémulsifiants ont été isolés:  Acinetobacterradioresistens,
Acinetobactercalcoaceticus, Rhodotorulaglutinis, Antarctobactersp. , Halomonassp.,
Alcaligenessp., Halomonaseurithalina, Pseudomonas putida, Planococcusmatriensis,
etc.La souche Planococcusmaitriensis Anita marine produit de bioémulsifiant dont la
composition chimique est : glucides (12,06%), protéines (24,44%), acide uronique (11%)
et sulfate (3,03%). Il forme des émulsions stables avec le xylene et les huiles de paraffine
et silicone. La valeur de la tension de surface était de 46.07 mN/m [36]. Amaral et al.
(2006)[37] ont isolé une souche de levure, Yarrowia lipolytica. Le bioémulsifiant produit
est de nature de glycolipopeptidique : 15% de protéines, 35%, d’acide palmitique, 21%
d’acide stéarique, 9% d’acide laurique et 7% d’acide oléique (6,9%). Son poids

moléculaire était d’environ 20 kDa avec une valeur de CMC de 0,5 g/L.

La plupart des études antérieurs se sont appuy€es sur les applications environnementales
des biosurfactants (émulsifiants/dispersants). Récemment, la tendance a changé et les
recherches ont commencé a se concentrer sur d’autres applications : antimicrobiens, la

¢limination du biofilm, la synthése des nanoparticules, etc.



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.4.2 Microorganismes marins hydrocarbonoclastes

Une communauté bactérienne trés diversifiée sera plus a méme de faire face a une
perturbation du milieu et reviendra plus rapidement a son état dforigine qu‘une
communauté¢ moins diversifiée [38,39]. Cela prend tout son sens dans le cas d‘une
pollution pétroliere. En effet, parmi les bactéries marines, cela fait tout juste un siécle que
des bactéries capables d‘utiliser les hydrocarbures pétroliers comme seule source d‘énergie
et de carbone ont été isolées pour la premiere fois [40], ce sont les bactéries

hydrocarbonoclastes (HCB pour hydrocarbonoclasticus bacteria).

La plupart des bactéries hydrocarbonoclastes appartiennent aux protéobactéries. On peut
noter quelques genres majoritaires parmi les 79 récemment répertoriés [41]

Acinetobacter, Alcanivorax, Alcaligenes, Cycloclasticus, Flavobacterium, Marinobacter,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Thallassolituus, Oleispira et Vibrio. De nombreuses
¢tudes ont montré quelles étaient ubiquistes et présentes en faible quantité méme dans les

environnements dépourvus décontamination[42,43].

Naturellement, leurs effectifs sont accrus dans les zones chroniquement polluées par les
hydrocarbures et augmentent apres un apport de pétrole [38,44]. Mais chacun de ces genres
bactériens n‘est capable de dégrader qu‘un nombre restreint d‘hydrocarbures alors que le
pétrole est composé de centaines voire de milliers de molécules différentes. Par exemple il
a été clairement établi que le genre Alcanivorax est prépondérant dans la dégradation des
alcanes [45], alors que le genre Cycloclasticus est associé a la dégradation des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) n‘excédant pas trois cycles benzéniques
[46]. La biodégradation totale d’un pétrole n’est donc possible que grace a la mise en place
d’un consortium bactérien comprenant des groupes dont les équipements enzymatiques
complémentaires permettent la biodégradation quasi-totale de ces différents types
d‘hydrocarbures [47]. Si les bactéries dégradant les composés les plus simples (comme les
alcanes linéaires a courte chaine) sont abondantes dans 1‘environnement, celles qui
possédent les machineries enzymatiques pour dégrader les composésles plus complexes
(comme par exemple lescomposés aromatiques de plus de quatre cycles) sont beaucoup

moins répandues [48].
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Le niveau de dégradation des pétroles (mélange de composés facilement dégradables et de
composés récalcitrants) est donc totalement dépendant de la diversit¢ métabolique des
bactéries hydrocarbonoclastes présentes dans l‘environnement pollué. La diversité des
especes bactériennes est un facteur décisif dans la réponse des communautés bactériennes a
ce type de variation environnementale. Son étude est primordiale pour la compréhension

du phénomene d‘élimination naturelle des polluants pétroliers [caroline].

1.5.METHODES DE DETECTION DES BIOEMULSIFIANTS

1.5.1 Techniques de mesure de la production de bioémulsifiants

La détectiondes tensioactifs biologiques est souvent basée sur la mesure de la tension
superficielle. D’autres méthodes sont également utilisées : le déplacement de pétrole
(DDP), l’activit¢ hémolytique, l'utilisation de l'indice d’émulsification E24 (l'activité
d’émulsification) et I’adhésion des bactériesaux hydrocarbures (BATH) également connu

sous le nom d’hydrophobicité de la surface cellulaire [49,50].

Selon Satpute et al, (2008) [50] ces méthodes sont insuffisantes pour 1’identification et la
différenciation entre les bioémulsifiants et les biosurfactants. Ceci est di au fait que les
bioémulsifiants sont mieux connus pour 1'émulsification sans réduction significative de la
tension de surface. Expérimentalement, il a été démontré qu’il n’y a pas une corrélation

ente la tension de surface et I'indice d’émulsification.

L'indice d’émulsification E24 et 1’activité d’émulsification sont des testsnécessaires pour
mesurer la capacité d’émulsification de toute molécule de surface active avec différents
hydrocarbures. En utilisant l'indice d’émulsification E24, Viramontes-Ramos et al
(2010)[51]ont identifi¢ six isolats producteurs des ¢émulsifiants montrant une
efficacitépermet d’émulsifier les différents hydrocarbures (plus de 50% contre le diesel, le

décane, le kéroseéne et I'huile moteur) sans réduction significative de la tension de surface.

Le potentiel émulsifiant des composés tensioactifs issus de différentes levures ne
présentant aucune réduction de la tension superficielle a été¢ évalué a l'aide du test de

l'indice d'émulsification [37,52].Souza et al. (2012) [53] ont identifi¢ un bioémulsifiant
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puissant produit par Yarrowia lipolytica qui présentait des valeurs élevées d'émulsification

avec les hydrocarbures, sans réduction de la tension superficielle.

1.5.2Techniques de séparation

Pour extraire le bioémulsifiants du milieu de croissance, il est d’abord nécessaire de

séparer les bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple).

La récupération des biosurfactants/bioémulsifiants dépend principalement de leur charge
ionique, de leu solubilité et de leur localisation (intracellulaire, extracellulaire ou li¢ aux

cellules). Les techniques communément utilisées pour 1’extraire sont[23] :

Les solvants généralement utilisés sont le mélange de Chloroforme :méthanol, butanol,

acétate d'éthyle, etc.

La précipitation avec des solvants organiques, tels que 1'éthanol ou l'acétone a été utilisé
depuis plus de cent ans, mais la technique est probablement mieux connue pour son
utilisation dans le fractionnement du sérum humain dans le travail classique de Cohen et
Edsall. Ce soucier doit étre amené a effectuer des précipitations a des températures tres
froides pour éviter dénaturation des protéines, en cas de bioémulsifiants de nature

protéique [54].

Bien que plusieurs sels puissent étre utilisés comme précipitant, le sulfate d’ammonium a
plusieurs propriétés qui le rendent plus utile. Il est trés stable a la structure des protéines,
trés soluble, relativement peu coliteuxpar rapport a la précipitation par I’éthanol. Le produit
pur est facilement disponible, et la densité d’une solution saturée (4,1 mol/l) a 25°C
(p=1,235 g/ml) n'est pas aussi ¢levée qu’un autre agent de salage commele phosphate de
potassium (3 mol/l, p=1,33 g/ml).

Ces extractions peuvent étre réalisées directement ou apres sédimentation des cellules

productrices [54].
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1.5.3 Techniques de purification

Tout d’abord, que veux dire lyophilisation ? Etymologiquement, le mot « lyophile », de
racines grecques « lyo- » et « -phile », signifie textuellement « ami des solvants » ou « qui
aime les solvants ». En effet, un produit lyophilisé€ se présente sous un aspect solide, friable
et poreux, et se caractérise notamment par son avidité importante en eau. La lyophilisation,
ensemble des manipulations qui conduisent a obtenir cet état (pouvant aussi s’appeler
cryodessiccation, voire cryosublimation), est un procédé basé, a la fois sur :

» I’utilisation du froid : congélation brutale.

» la déshydratation : sublimation de la glace formée [55].

Au passé, la technique de dialyse a été utilisée dans des nombreuses études, afin de
déterminer la liaison entre les surfactants et les protéines.
La dialyse est habituellement effectuée sur le produit brut pour €éliminer les impuretés de

bas poids moléculaire ainsi que les sels formés pendant la procédure d'extraction [56].

La CPG est un type de chromatographie d'exclusion de taille qui pourrait étre utilis¢ pour
fractionner les bioémulsifiants. Malheureusement, cette technique est rarement utilisée
pour ce groupe de composés probablement en raison des difficultés qui pourraient étre
rencontrées lors de 1'analyse d'un polymére qui n'est ni protéine entier ni un glucide entier.
La CPG est régulicrement utilisée pour déterminer le poids moléculaire moyen des
protéines et des polysaccharides ; il serait difficile d'obtenir un poids moléculaire fiable
pour les bioémulsifiants. Ceci est principalement dii au fait que la chromatographie
d'exclusion de taille peut également afficher d'autres mécanismes chromatographiques tels
que les effets d'échange d'ions. Pour cette raison, le pH et la force ionique du tampon de la
phase mobile sont essentiels. Etant donné que les bioémulsifiants sont principalement
composés d'une proportion significative de protéines et de glucides incorporés dans sa
structure, le choix du tampon pour s'assurer que seuls les mécanismes d'échange de taille

sont observés devient extrémement difficile. De plus, lors de 'analyse de protéines et de
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polysaccharides, les standards de protéines et de polysaccharides pullulanes peuvent étre
utilisés pour générer une courbe de poids moléculaire externe, qui est ensuite utilisée pour
obtenir des inconnus. A ce jour, ces standards ne sont pas disponibles pour les
bioémulsifiants ou méme pour tout autre polymere mélange. Cependant, la CPGreste
avantageuse pour purifier et fractionner de bioémulsifiants complexesduefait que la
séparation en fonction de la taille moléculaire se produit toujours bien, mais sans pouvoir

déterminer avec précision le poids moléculaire [57].

1.6.PARAMETRES INFLUENCANT LA PRODUCTION DES
BIOEMULSIFIANTS

Le type et la quantité de bioémulsifiant produits varient avec la composition du milieu
(source de carbone ou autres nutriments) et les conditions de culture (température,

agitation, pH, etc).

1.6.1 Source de carbone

Généralement, la source de carboneest divisée entrois catégoriesa savoir :les glucides, les
hydrocarbures et les huiles végétales. En effet, letype, la qualitéet Ila
quantitédebiosurfactantsontinfluencés par la  naturedu substrat.Lescomposés
solubles(glucose, saccharose et glycérol)peuvent é&tre utilisés comme source de

carbonepour la production debiosurfactants[58].

1.6.2 Source d’azote

La source d’azote est un parameétre important dans la régulation de la synthése de
biosurfactant. L'azote peut étre apporté sous différentes formes (les sels d’ammonium,
nitrates, 1’urée, ...)selon les bactéries productrices [59, 15].L'optimisation du rapport

C/Nest indispensable afin d'obtenir unbon rendement de production.

1.6.3 pH

Le métabolisme cellulaire est sensible au pH qui affecte les réactions chimiques des
cellules vivantes.Généralement, les milieux fortement acides et fortement alcalinssont

défavorables pour la production de bioémulsifiants.
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1.6.4 Sels minéraux

Il semblerait qu'une concentration limité en ions magnésium, calcium, potassium sodium

ou ¢éléments traces induise une augmentation de production [60].

1.6.5 Ions métallique

Les ions métalliques jouent un role trés important dans la production de certains
biosurfactants car ils forment des cofacteurs importants de nombreuses enzymes. Dans un

milieu a base de sels minéraux.

1.6.6 Effet de l'agitation

L’agitation est considérée comme parametre important pour la croissance cellulaire. Elle
influe sur l'efficacité du transfert de masse de l'oxygéne et des composants du milieu. En
augmentant le taux d'agitation de 100 a 250 tr/min, la production maximale de
Rhamnolipides était a200 tr/min et la biomasse microbienne a également ét¢ améliorée
deux fois. Ce qui indique que 1'¢lévation du niveau de DO semble avoir un effet positif sur

la croissance cellulaire et la production de Rhamnolipide [61].

1.7.PROPRIETES DES BIOEMULSIFIANTS

1.7.1 Possibilité de réduire la tension superficielle et interfaciale

Les bioémulsifiants sont plus élevés en masse moléculaire que les biosurfactants car ils
sont des mélanges complexes d'hétéropolysaccharides, lipopolysaccharides, lipoprotéines
et protéines [62]. Ils sont également connus sous le nom de biopolymeéres ou
d'exopolysaccharides a haut poids moléculaire. Comme pour les biosurfactants, ces
molécules peuvent efficacement émulsionner deux liquides non miscibles tels que des
hydrocarbures ou d'autres substrats hydrophobes, méme a de faibles concentrations, mais
en revanche sont moins efficaces a la réduction de la tension superficielle. Par conséquent,
on peut dire qu'ils ne possédent qu'une activit¢ émulsionnante et non une activité de
surface. Ils sont également impliqués dans la solubilisation de substrats peu solubles,
augmentant ainsi leur acces et leur disponibilité pour la biodégradation. Cependant, dans
un environnement pollué par l'huile, ces molécules jouent un role spécifique de liaison

étroite avec les hydrocarbures dispersés et les huiles qui les empéchent de fusionner. Ce
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processus est connu sous le nom de stabilisation de 1'émulsion et a été attribué¢ au nombre

¢levé de groupes réactifs exposés dans leurs structures.

1.7.2 Capacité émulsifiante

Les bioémulsifiants sont capables de stabiliser les émulsions en augmentant leur stabilité
cinétique et cette propriété a augmenté leur utilit¢ dans les industries des produits
cosmétiques, alimentaires, pharmaceutiques et pétroliers. Les rapports ont montré que
l'activit¢ émulsionnante efficace des bioémulsifiants est fonction de leur composition
chimique [52, 63,64], les biomolécules actives en surface sont classées en tensioactifs et
émulsifiants, tandis que les tensioactifs jouent le role de réduction de la tension
superficielle, les émulsifiants sont impliqués dans la formation et la stabilisation des
émulsions. Cependant, certaines biomolécules possédent a la fois des propriétés
tensioactives et émulsionnantes qui contribuent a leurs fonctions uniques et a de larges

utilisations industrielles.

1.7.3 Stabilitéaux conditions extrémes de pH, de température et la salinité

Les biosurfactants/bioémulsifiants sont connus pour leur stabilit¢ dans des conditions

extrémes de pH, salinité et température.

Le bioémulsifiant synthétisé par Microbacteriumsp. MC3B-10 produit une émulsion trés
stable (94%) a 50 ° C, pH 10 et 3,5% (m/v) de NaCl [65]. Les exopolysaccharides sont

bien connus par leur grande stabilité et activité émulsifiante a des valeurs de pH extrémes.

En outre, les polysaccharides, a savoir PS 3a24et PS 3a35 produits par des bactéries
marines possédentune viscosité spécifique élevée, une pseudoplasticité et une stabilitésur
une large gamme de pH et en présence d'une variétéde sels [66]. Un bioémulsifiant de
polysaccharides produits par Variovoraxparadoxusaconduit a la formation d’une émulsion
huile/eau stable et consistante et a maintenu son activité émulsifiantejusqu’a 100 °C et a

basses températures[21].

Ces propriétés intéressantes offrent les opportunités pour les bioémulsifiants a s’appliquer
en environnements extrémes pour la récupération microbienne assistée du pétrole et la

biodégradation des boues de pétrole [67]. De plus, ils permettent leur utilisation dans les



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 18

procédés industriels d’agroalimentaireet pharmaceutique impliquant souvent une

exposition a des températures extrémes, pression, pH et force ionique
1.7.4 Toxicité

En raison de leur origine naturelle, les dérivés microbiens des émulsifiants sont reconnus
comme des composés faibles ou non toxiques. Munstermannet al (1992)[68] ont montré
une  toxicit¢  réduite de  dérivés  microbienne = composés  tensio-actifs
(Trehalosedicorynomycolate et Trehalosetétraester de R. erythropoli) par rapport a

différents tensioactifs synthétiques.

1.7.5 Capacité de moussage

Un agent moussant est un composé qui facilite la formation de mousse. Un tensioactif,
lorsqu'il est présent en faibles quantités, réduit la tension de surface d'un liquide (réduit le
travail nécessaire pour créer la mousse) ou augmente sa stabilité colloidale, en inhibant la
coalescence des bulles ce qui provoque la formation de la mousse. Des études ont suggéré
qu'il existe une forte corrélation entre I'hydrophobicité de la surface cellulaire, la

production de biosurfactant et la formation de mousse [69].

1.9. APPLICATIONS DES BIOEMULSIFIANTS

Généralement, les bioémulsifiants ont été associés a un certain nombre d'applications
potentielles, y compris: l'assainissement de l'eau polluée et du sol, la récupération
améliorée du pétrole et le nettoyage des navires et des machines contaminés par ['huile;
enlévement de métaux lourds [52, 70, 71] formation d'émulsions stables dans les industries
alimentaires et cosmétiques [72], et les activités thérapeutiques (agents antibactériens,
antifongiques, pesticides et herbicides) [73]. Les propriétés physico-chimiques des

bioémulsifiants sont présentées dans le tableau 1.1.
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Tableaul.1 : Propriétés physico-chimiques et physiologiques des bioémusifiants

[74].

Type

Emulsan

RAG-1

Emulsan BD4

alasan

Mannoprotein

S

Bioémulsifiant
de type acide

uronique

Microorgranisme

producteur

Acinetobacteresp. ATCC
31012

Acinetobactéerecalcoacetic

us BD4

Acinetobacter

radioresistens KA53

Saccharomyces

Cerevisiae

Halomonaseurihalina

Klebsiellasp.

Proprités physico-

chimique

Lipopolysaccharide
s (acide gras

insatur¢)

Complexe de
polysaccharies et
protéines

Alanine :
polysaccharides et

Proteines

Polysaccharide

etproteines

Polysaccharides-
proteinss-acide

uronique

Raole physiologique

- Augmentation de la
biodisponibilité des
substrats peu
solubles

-Fixation des métaux

lourds toxiques

Stabilisateur:émulsio

n huile dans 1’eau

Emulsification et

solubilisation

Formation des

émulsions stables

Emulsification et
détoxification des

hydrocarbons
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Les principaux objectifs de ce travail de mémoire sont la production et la caractérisation
d’un bioémulsifiant produit par une souche marine hydrocarbonolclaste a partir des

substrats solubles.

Les différents essais réalisés pour le compte de ce mémoire ont été effectuésconjointement
au niveau du laboratoire de microbiologie et de biochimie, dans le département de génie
des procédés de ’'université de Blida -1-, ainsi qu’ au niveau de 1’atelier physicochimique
et I’atelier microbiologique dans le Centre National de Développement de la Péche et de
I’Aquaculture (CNRDPA) a Bou-Ismail, Cependant, la grande partie des expériences a été
réalisée au niveau du CNRDPA.

2.1. MATERIEL BIOLOGIQUE

Le matériel biologique principal utilis¢ dans cette étude est représenté par la souche
bactérienne marineSdk644, une souche mésophile isolée antérieurement a partir d’un
sédiment portuaire contaminé par les hydrocarbures. Cette souche a été sélectionnée apres
un criblage de dizaines de souches sur leur pouvoir autiliser et a dégrader les
hydrocarbures (pétrole, aliphatiques et polyaromatiques) et a produire de biosurfactants.
Cette souche a été affiliée au genre et a I’espeéceMarinobacter hydrocarbonoclasticus par

I’analyse phylogénétique de I’ARN 16 S (Données non publiées).
2.2. REPIQUAGE ET CONSERVATION DE LA SOUCHE

Pour maintenir la souche bactérienne dans les bonnes conditions et prévenir tout probléme

de contamination, un repiquage périodique est fait en boiteset en tubes inclinés.

2.2.1 Repiquage en boite

La souche est repiquée chaque quinze jours dans des boites de pétri contenant un milieu de
culture solide Luria Bertani (LB) dont la composition et sa préparation est la suivante (g/I
I’eau distillé) : 23 NaCl, 10 peptone et 5 extrait de levure. De I’agar est additionné au
milieu (18 g/l) pour gélifier le milieu. Le pH du milieu est ajusté a 7 avec une solution de 1
mol/l de soude caustique (NaOH). L’agar étant pratiquement insoluble dans le milieu a
température ambiante, le mélange est donc chauffé a une température plus de 50 °C pour
que le milieu devienne homogeéne. Le milieu est ensuite réparti en flacons de 250 ml de
capacité et autoclavé a 120 °C pendant 20 min. Nous attendons le refroidissement du

milieu aprés autoclavage (une température de moins de 50 °C), nous faisons alors la
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distribution du milieu dans les boites de pétri. Aprés gélification du milieu (plus de 30
min), une petite quantité de la soucheSdk644 (portée a 1’aide d’un 1’ansede pasteur ou bien
I’anse de platine) est repiquée en stries dans les boites colées. Les semences bactériennes
sont ensuite incubées a 30 °C pendant 48 h. Aprés développent des colonies, les boites sont

conservées au froid (+ 4°C).

2.2.2 En tubes incliné

Nous faisons pratiquement les mémes étapes précédentes.Le milieu LB gélosé (avec I’ajout
de ’agar) est réparti dans des tubes a essai de 7 ml de milieu, apres stérilisation du milieu
dans 1’autoclave, les tétes des tubes a essaisont posés sur un support horizontale (une
burette endormie par exemple) afin d’obtenir des surfaces inclinées en tubes bien gélifiées
(remarque : nous pouvons augmenter la concentration de 1’agar pour s’assurer de la

gélification du milieu jusqu’a 20 a 22 g/l).
2.3. PRODUCTION DU BIOEMULSIFIANT

2.3.1 Préparation de la préculture

La préculture de la souche Sdk644a été préparée dans le milieu LB. Sa composition (g/l
d’eau distillée) est : 10 peptone, 5 extrait de levure et 23 NaCl. Le pH du milieu a été
ajusté a 7 avec une solution de NaOH de 1 mol/l. Apres stérilisation a 120 °C pendant 20
min et refroidissement de milieu, nous avons ajouté une petite quantité de colonies de la
souche Sdk644nouvellement repiquée a 1’aide d’une anse de platine dans la zone stérile

autour d’un bec de bunsen. Les flacons ensemencés sont incubés a 30 °C pendant une nuit.

2.3.2 Milieux de production

La production de bioémulsifiant est faites dans deux milieux différents ; un milieu des sels

minéraux (MSM) et un milieu riche (LB).

Sa composition est la suivante (g/l d’eau distillée) : 23 NaCl ;0,7 KH,POy4 ; 0,9Na,HPOy ;
2 NaNO;j; 0,4 MgS0O4; 0,1 CaCl,.2H,O; 0,001 FeSO4.7H20 et 1 ml d’une solution
d’¢léments traces métalliques contenant (g/l d’eau distillée) : 0,5
MnS04.H,0 ;0,7ZnS04.7H,0 ;0,26 H3BO;;0,06 Na;Mo004.2H,0 ;0,5 CuSO4.5H,0. Le

pH du milieu est ajusté a 7 avec une solution de 1 mol/l NaOH.Un volume de 100 ml de
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milieu est distribuédans des erlenmeyers de 500 ml. Les erlenmeyers sont bouchés a 1’aide
du coton cardé couvrit par du papier aluminium, puis stérilisés a I’autoclave a 120 °C

pendant 20 min.

Afin de prévenirles problémes de précipitation des sels aprés autoclavage du milieu, le
MgSO;4, le CaCl; et le FeSO4 sont stérilisés (par autoclavage aux mémes conditions) et
ajoutés séparément avec le milieu MSM dans des conditions aseptique (sous bec bunsen)
.Pour cela, des volumes déterminés prélevés a partir des solutionsmeres de chaque élément
sont ajoutés dans le milieu MSM afin d’obtenir les concentrations souhaitées (C.-a-d. 0,4

g/1 MgS0s4; 0,1 g/l CaCl, et 0,001 g/l FeSOy).

La source de carbone est ajoutée au milieu soit directement avec les composants du milieu

soit séparément.

Le milieu de production est incubé a 30°C sous une agitation de 150 tr/min pendant 40
heures dans un incubateur-agitateur de marqueDAIHAN SCIENTIFIC WISE CUBE WIS-
010.

De la méme fagon, nous avons essayé¢ de produire le bioémulsifiant a partir du milieu LB.
Le milieu est préparé de la méme maniere décrite pour la préparation de la préculture.

Ensuite,il est distribué dans les erlenmeyers de 500 ml avec un volume effectif de 100 ml.

La source de carbone inductrice de la production est ajoutée avec la composition du milieu

ou stérilisée séparément, puis ajoutée dans le milieu.

Le milieu de production a été¢ incubé a 30°C sous une agitation de 150 tr/min pendant 16

heures.

2.3.3 Facteurs influencant la production du bioémulsifiant

2.3.3.1 Source de carbone

Deux sources de carbone ont été testés ; le glycérol a raison de 2 % (v/v) et le glucose a
une concentration de2 % (m/v).Le glycérol a été additionnéavec les éléments des milieux
MSM ou LB avant stérilisation, tandis que le glucose ait introduit séparément apres

stérilisation d’une solution mére de glucose sur filtre seringue de 0,22 um. Dans ce cas, les
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¢léments des milieux (LB et MSM) sont préparés en doubles concentrations puis mélangés
volume par volume (v/v) avec une solution de glucose de double concentration (c.-a-d. 4%
m/v). Comme ¢a, le mélange des deux solutions se trouvera a sa concentration finale (2 %,

v/v).

2.3.3.2 Source d’azote

Deux sources d’azote ont testés dans le cas du milieu MSM ; le chlorure d’ammonium
(NH4CI) et le nitrate de sodium(NaNOs)Les deux sources sont employées a une

concentration de 0,2 % (m/v) et introduites directement avec les ingrédients du milieu.

Le rapport C/N est équivaut a la concentration de la source de carbone (g/1) rapporté sur
différentes concentrations de la source d’azote (0,5; 1; 2; 4 et 6 g/l) afin d’obtenir les
rapports suivants (g source de carbone/g source d’azote) : 50,4 ; 25,2 ; 12,6 ; 6,3 et 4,2.

Cette fois-ci, des solutions meres de chaque concentration sont préparées et stérilisées (par
autoclavage a 120 °C pendant 20 min) séparément. Ensuite, un volume déterminé des

solutions mere et ajouté au milieu MSM pour obtenir les concentrations finales.

2.3.3.4 Effet de la salinité

L’effet des sels sur la production de bioémulsifiant a ét¢ évalu¢ dans le milieu MSM

additionné de NaCl (23 g/1) et dans un autre milieu MSM dépourvu de sel (0 g/l de NaCl).

2.3.3.5 Influence de la nature du milieu

L’influence du milieu a été évalué dans deux milieux ; riche(LB) et pauvre ou minimum
(MSM) avec la meilleure source de carbone, d’azote et le meilleurrapport C/N dans le cas

du milieu MSM.

Apres sélection des meilleures sources de carbone, d’azote et du rapport C/N, nous avons
suivi la production de bioémulsifiant dans les deux milieux, pratiquement chaque 12
heures. Les milieux de culture sont préparés de la méme facon décrite auparavant. Des

prélévements réguliers du surnageant sont prises pour évaluer les parametres suivants :
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La croissance bactérienne (DO a 600 nm), I’activit¢ émulsifiante (E24), 1’activité de

surface (DDP), et la tension de surface (TS).
2.4. EVALUATION DE LA PRODUCTION DU BIOEMULSIFIANT

La détection de bioémulsifianta étéévaluée principalement par I’indice d’émulsification
(E24). Eventuellement, nous avons opéré deux techniques pour évaluer D’activité de
surface : le test de déplacement de pétrole (DDP) et la mesure de la tension de surface
(TS). Ainsi, la croissance bactérienne de la souche a été surveillée pour déterminer a quelle
phase de croissance la production est maximale. Cette derniére est estimée par mesure de
la densité optique du bouillon de culture a une longueur d’onde de 600 nm (il s’agit pas
d’une mesure de I’absorbance d’un soluté a sa longueur d’onde maximale mais plutot une

mesure conventionnel du trouble microbien).

Pratiquement, un volume de 20 ml de la culture microbienne a été centrifugé a 6000 tr/min
pendant 15min. Le surnageant ainsi récupéré est filtré sur papier filtre ordinaire. Le volume

de surnageant utilis¢ dépend de la technique de mesure employée (E24, TS ou DDP).

2.4.1 Indice d’émulsification (E24)

L'émulsification est estimée par l'indice d'émulsification E24 selon le protocole développé
par Cooper et Goldenberg (1987) [75]. En effet, 2 ml du surnageant de culture est ajoutée a
2 ml d’un substrat hydrophobe (gasoil ou autre) dans un tube a essai, le mélange est bien
agité au vortex de marque VTX 400, a vitesse maximale pendant 2 min jusqu’a 1’obtention

d’une émulsion homogene, puis laisser au repos pendant 24 h avant de prendre la mesure.

L'indice d’émulsification (E24) est défini comme ¢étant le rapport entre la hauteur de
I’émulsion (H,) formée et la hauteur totale (H;) du mélange (la figure 2.1).1l est exprimé en

pourcentage comme 1’indique la formule suivante : E24(%) = :—e X 100
T

Substrat hydrophobe
-_—
e

Surnageant de culture I\_/ HT
1- Avant agitation 2-Apres agitation (formation de 1’émulsion)

Figure 2.1 :Mesure de I’indice d’émulsification.
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2.4.2 Test de déplacement de pétrole (DDP)

Cette méthode est basée sur la caractéristique debioémulsifiant a changer 'angle de contact
a l'interface huile-eau. La force de surface du bioémulsifiant est capable de déplacer
I’huile. La méthode décrite ci-dessous est basée sur celle déja décrite par Morikawaet al,

1993 [76], avec petites modifications.

Dans une boite de Pétri contenant 20 ml d’eau distillée, nous ajoutonsdeux gouttes de
pétrole brut a 1’aide d’une pipette pasteur. Ensuite, une gouttes du surnageant de culture est
légerement placés au centre du film de pétrole. Le diamétre (en cm) de la surface halo
claire est mesuré apres 30 secondes. Plus le diameétre est grand, plus ’activité de surface du

bioémulsifiant est importante (Figure 2.2).

Etape 1 : Couche huileuse de pétrole Etape? :Effet de 1’ajout d’un bioémulsifiant
sur le pétrole (formation du halo-clair)

Figure 2.2:Prises photos descriptives du test de déplacement de pétrole.

2.4.3Tension de surface (TS)

La mesure de la tension de surface a été réalisée a 1’aide d’un tensiometre de
marqueGIBERTINI TSD 132389, Italie, qui détermine la tension de surface ou
interfaciale. Ce dernier est doté d’une sonde idéale, permettant un mouillage parfait quels
que soient les liquides étudiés. Le périmétre de mouillage de la sonde étant parfaitement
défini et connu (longueur de la lame). Nous pouvons utiliser la force mesurée pour calculer

la tension de surface ou interfaciale.
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Un volume d’environ 15 ml de surnageant de culture est nécessaire pour la mesure de la
tension de surface.

2.5.EXTRACTION DE BIOEMULSIFIANT

2.5.1 Elimination de la biomasse

La production de bioémulsifiant aprés sélection des meilleures conditions, a été réalisée
dans un erlenmeyer de 5 litres, avec un volume opérationnel de 1 litre. Le bioémulsifiant
BioE644 a été synthétisé par la souche bactérienne Sdk644 dans les deux milieux MSM et
LB avec le glycérol comme source de carbone. Eventuellement, le BioE644 a été produit a
partir de I’huile de friture avec le milieu MSM dans les mémes conditions afin de comparer
le pouvoir émulsifiant de chacun d’eux. Apres atteinte du temps optimal et lorsque
I’activité émulsifianteest maximale dans le milieu (cela est vérifié paruncalcul du E24), le
volume entier du bouillon de culture est éliminé de la biomasse par centrifugation
(centrifugeuse de marque CENTURION SCIENTIFIC K3SERIES), a une vitesse de

6000tr/min pendant 15min, suivie par une filtration sur papier filtre ordinaire.

2.5.2 Méthodes d’extraction

Le surnageant de culture (qui contient le bioémulsifiant) est partiellement purifié¢ selon les

protocoles suivants :

Cette méthode est trés recommandée pour les bioémulsifiants avec un taux de glucides
¢leveé, du fait qu’elle résulte d’une faible fixation des sels avec les polysaccharides des
bioémulsifiants, contrairement a la méthode de précipitation avec le sulfate d’ammonium.
Ainsi, la méthode est destinée a une large gamme de bioémulsifiants a structures inconnues

[77]. Les étapes d’extraction en employant cette méthode sont résumées comme suit :

1. Lyophiliser du surnageant (dans notre cas nous 1’avons séché a une température de
50 °Cau lieu de la lyophilisation),

2. Reconstituerle produit dans I’eau distillée, et I’ajouter de 1’é¢thanol absolu (4v
¢thanol/1v eau). Laisser se précipiter a 4 °C pendant une nuit,

3. Centrifuger la suspension (6000 tr/min pendant 30 min a 4 °C) pour récupérer le
culot (qui constitue le produit),

4. Evaporer I’éthanol résiduel par flux d’azote (nous avons utilisé le séchage a 30 °C),
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5. Dissoudre le produit dans un volume minimal d’eau distillée et le dialyser en
utilisant un tube de dialyse avec coupure de poids moléculaires entre 6 a 12 kDa.

6. Apres 24 h, éliminer le dialysat et répéter I’opération avec une eau distillée fraiche
pour une 24 h supplémentaire.

7. A la fin, lyophiliser le produit.
Remarque :

1. les étapes entre 5 a 7 n’ont pas puétre réalisées.
2. Nous avons adopté une version modifiée de cette méthode, du fait qu’elle donne
une meilleure activité émulsifiante par rapport a la précédente. La méthode est

largement citée dans la littérature[ 78,79, 80].

Nous mettonsle volume de surnageant dans un erlenmeyeret nous 1’ajoutons de 1’éthanol
(remplie dans une burette gradué)goute a goute. L’erlenmeyer est placé sous agitation
magnétique. 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

I’erlenmeyer qui contient le surnageant.

La solution obtenue est laissée au réfrigérateur a 4 °C pendant une nuit. Elle ensuite
centrifugée au froid (a une température de 4 °C) pour récupérer le produit. Enfin, le produit
est solubilisé dans un volume minimal d’eau distillée, séché (il devrait étre lyophilisé) puis

pese.

Cette méthode est destinée généralement pour extraire les biosurfactants de faibles poids
moléculaires, elle est utilisée dans notre cas en comparaison avec les méthodes
conventionnelles d’extraction des bioémulsifiants, dont en est dépourvu des équipements
essentiels pour compléter 1’opération (lyophilisation et dialyse). Le but recherché est
d’avoir un rendement d’extraction plus ¢€levé et/ou une capacit¢ émulsifiante plus

importante.

Deux solvants sont généralement utilisés pour 1’extraction des biosurfactants : I’acétate

d’éthyle et le mélange chloroforme : méthanol (2:1, v/v). Les deux solvants ont été utilisés
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dans nos expérimentations pour 1’extraction. Le protocole d’extraction est détaillé ci-

dessous :

1. Extraire le surnageant avec un volume égal de solvant dans une ampoule a
décanter, boucher hermétiquement I’ampoule et 1’agiter jusqu’a ce qu’il n’y ait plus
de gaz dégagé (cela est vérifié en retournant I’ampoule a I’envers et en ouvrant de
temps en temps le robinet de I’ampoule pour permettre le dégazage des vapeurs de
solvant). Laisser les deux phases (aqueuse et organique) se séparent enticrement
(une durée de 15 a 20 min généralement suffisse).

2. Récupérer la phase organique contenant le produit (la couche supérieure dans le cas
de I’acétate et inférieure dans le cas du mélange).

3. Répéter a nouveau I’extraction de la phase aqueuse (récupérée) avec le solvant en
répétant la méme opération précédente.Combiner les deux phases organiques
extraites.

4. Eliminer les traces d’humidité, en passant la phase organique sur papier filtre
garnie du sulfate de sodium anhydre.

5. Evaporer le solvant dans évaporateur rotatif sous vide (de type Rotavap a une
température de 40 °C) jusqu'a un volume minimal.Transvaser dans une boite de
pétri en verre et rincer le ballon (utilis¢é dans 1’évaporation) avec un volume
supplémentaire de solvant pour récupérer le résidu du produit, combiner-le dans la
boite de pétri et laisser se sécher a température ambiante sous la hotte.

6. A la fin,peser la quantit¢ du produit obtenu et calculer la concentration de

bioémulsifiant par rapport a un litre de bouillon de culture.
2.6.PROPRIETES DU BIOEMULSIFIANT

2.6.1 Propriétés fonctionnelles

2.6.1.1 Stabilité du bioémulsifiant

La stabilité du bioémulsifiant a été suivie par 1’indice d’émulsification E24. Le surnageant
testé est produit a danstrois milieux :MSM et LB avec le glycérolet le MSM additionné de
I’huile de friture (2%, v/v).
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» Thermostabilité

La thermostabilit¢ dubioémulsifiant a ¢été réalisée par incubation des solutions de
surnageant (4 ml) a différentes températures : a 100 °C pendant 1 heure, au froid (environ
+ 4°C) et par congélation (environ — 12°C) pendant une huit. L’indice d’émulsification est

mesuré par la suite a la température ambiante.

» Stabilité acido-basique
L'effet du pH a été déterminéen faisant varierle pH du surnageant (un volume de 4 ml)
dans la gamme suivante :2, 4, 7, 9 et 12,en utilisant des solutions de HCI ou de NaOH de 1

mol/l. L’indice d’émulsification E24 est mesuré par la suite.

» Durabilité de I’émulsion
La stabilit¢ de 1I’émulsion en fonction du temps est ainsi évaluée. Du bioémulsifiant
BioE644 produit a partir du milieu LB-glycérol (& une concentration de 0,6 % m/v)est
extrait avec les différents solvants (Acétate d’éthyle, Mélange chloroforme :méthanol,
¢thanol). L’émulsion produite a été surveillée en fonction du temps jusqu'a sa disparition

compléte.

2.6.1.2 Pouvoir émulsifiant

Les propriétés émulsifiantes des différents surnageant isolés a partir du milieu MSM
additionné de glycérol, de I’huile de friture et du milieu LB additionné de glycérol sont
testés vis-a-vis des substrats hydrophobes diversifiés (huile d’avoine, huile de pin, huile
d’olive, huile de table, huile de moteur, pétrole 1 issu directement d’un forage a
HassiMesseoud, pétrole 2 issu de la raffinerie de Berraki, toluéne, dichlorométhane et
hexane).Un témoin d’eau distillée avec chaque substrat hydrophobe est préparé en

paralléle.

Un volume de 2 ml des surnageants est ajouté a 2 ml des substrats hydrophobeset vortexée
a vitesse maximale pendant 2 min. Le pouvoir émulsifiant des surnageant vis-a-vis les

substrats hydrophobes estsurveillé apreés 10 min et 24 h de repos.
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2.6.2 Propriétés structurales

La composition biochimique du bioémulsifiant BioE644 produit a partir du milieu LB-

glycérol apreés son extraction par le mélange chloroforme : méthanol a été déterminé en

utilisant les méthodes suivantes :

1-

» Détermination des carbohydrates (les glucides) : essai colorimétrique (phénol-

acide sulfurique)

Les glucides ont été déterminés en utilisant la méthode de Duboiet al. 1956 [81]

adoptées aux bioémulsifiants [77,57].

Hydrolyser le bioémulsifiant par ajout de 15 mg a 150 ml d’une solution de HCI a
0,5 mol/l préparée dans le méthanol. Chauffer a 65 °C pendant 16 heures. La
réaction est réalisée dans un dispositif contenant un chauffe-ballon et un systeme de
refroidissement a reflux (figure 2.3) pour prévenir la perte des vapeurs du méthanol
(e méthanol s’évapore a 65 °C).

Sécher sous flux d’azote sinon au rotavap.

Préparation de la courbe d’étalonnage :

Préparer une solution de glucose de 0,0175 % (m/v) et une autre solution de phénol
5% (V/v).

Cing concentrations de glucose sont préparées a partir de la solution meére, en
mettant 0 ml ; 2,5 ml ; 5 ml, 7,5 ml et 10mldans des tubes a essai et en complétant a
10 ml avec de I’eau distillée. Nous prendrons par la suite 500ul de chaque solution
précédente et nous [’ajoutons 1ml de la solution de phénol et 5ml de
H,SO4concentré. Les tubes sont placés au bain Marie a 30°C pendant 20minutes et
refroidis a température ambiante. L.’absorbance de chaque étalon est mesurée a 485

nm.
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3- Pour les échantillons, dissoudre 5 mg (de bioémulsifiant hydrolysé¢) dans 1 ml
d’eau distillée, prendre 500 pl de cette solution et 1’ajouter 1 ml de réactif de
phénol et Sml d’acide sulfurique concentré, le tubes est placés au bain Marie a
30°C pendant 20minutes, refroidis a température ambiante et 1’absorbance est
mesurée a 485nm. La concentration des sucres (équivalent de glucose) est

déterminée a partir de la courbe d’étalonnage.

e Potence

<«— Sortie

I~

«—— Réfrigérant a boules

.

<— Entrée (eau froide)

Ballon

Chauffe-ballon

Support élévateur

Figure 2.3: Dispositif a reflux pour I’hydrolyse des carbohydrates.
» Dosage des lipides

Le contenu en lipides a été estimé gravimétriquement selon la méthode de Manocha décrite

par Santos et al, (2013) [82].

Peser 0,5 g de bioémulsifiant et ’extraire séquentiellement avec 5 ml d’un mélange de
chloroforme :méthanol (1:1, v/v) dans un tube a essai. Bien agiter (manuellement) jusqu’a
atteindre la solubilité maximale. Sécher au rotavappuis reprendre 1’extraction avec Sml
d’un mélange de chloroforme :méthanol (1:2, v/v). Sécher au rotavap et mesuré le poids

résiduel du bioémulsifiant.

Le contenu en lipides est calculé par la formule suivante :

05—m
Lipides (%) = % x 100
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m; . étant le poids résiduel du BioE644 (g).

L’essai est réalis¢ avec deux répliques indépendantes.

La CCM est une technique employée pour I’analyse de mélange des composés par
séparation de ceux-ci du mélange. Les étapes de la chromatographie sur couche mince
consistent en : (1) le tacher ou spotting, (2) le développement et (3) la visualisation. Les
composés du mélange préparés dans un solvant adéquat se migrent le long de la plaque
sous I’influence d’un ¢éluant qui les chariots. La distance parcourue de chaque composé est
fonction de sa polarité, qui traduit son affinité vis-a-vis la phase stationnaire (la plaque de
gel de silice) et la phase mobile (I’éluant). Apres développement des taches (spots) sur la
plaque, arrivera la visualisation. Cette étape consiste a teinter la plaque avec des agents

révélateurs spécifiques a chaque groupe chimique.

La CCM est largement utilisée pour I’identification du type de biosurfactant isolé
(lipopeptide, glycolipide, ...)[83, 84, 85], ainsi que pourune identification préliminaire des
groupements chimiques (lipides, glucides, phospholipides, amines, ...) des composés de
faibles poids moléculaires,en utilisant une variété de phases mobiles et d’agents révélateurs

[10].

Un parametre caractéristique en CCM est le rapport frontal ou le facteur de rétention (Rf),
celui-ci détermine la distance parcouru par le composé (YY), rapporté a la distance jusqu’au

front de solvant (X) (figure 2.4), comme I’exprimé par la formule suivante : Rf=§( Rf est

toujours < 1).

Chaque composé dans le mélange est déplacé avec son propre Rf.
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Figure 2.4:Schémaexplicatif du rapport frontal (Rf).

Le protocole que nous avons suivi pour opérer la CCM est tir¢ de la syntheése des travaux

de Smythet al. (2016, a et b)[57,77]avecune 1égére modification :
» Préparation de la chambre de migration

La chambre de migration est une cuve parallélépipédique en verre (figure2.5) muni d’un
couvercle. La chambre doit étre saturée en vapeurs de solvant de la phase mobile avant de
commencer 1’expérience. 100 ml d’un mélange de chloroforme : méthanol

eau(65 :25 :4,v/v/v) utilisée comme phase mobile est versé dans la chambre ; 45 min avant

le commencement.

» Préparation de la plaque, spottinget développement
Nous avons utilis¢ une plaque de gel de silice de dimension (Lx1) de (5%X10 cm) de type
F254 (70-230 mesh, ASTM, Merck, Germany). La plaque est lavée deux fois au préalable
avec unmélange de chloroforme : méthanol (1:1, v/v) et met a I’étuve a une température de
120 °C pendant 10 minpour I’activer. Du bioémulsifiant BioE644 (une petite quantité) est
ensuite solubilis¢ dans le méthanol. Un volume de 10 pl de la solution de BioE644 est
déposé au centre de la plaque a une longueur d’environ 1,5 cm au-dessus de la base de la
plaque.Une fois la solution de BioE644 est séchée, nous introduisons la plaque dans la
chambre pour permettre la séparation des composés du mélange (s’il y a plusieurs
composés) (figure 2.5). Cette étape prend fin lorsque le solvant de développement atteint
un niveau précis (appelé le front de solvant), qui se situé a moins de 1 cm le haut de la
plaque.Les plaques sont sorties de la chambre et laissées se sécher sous la hotte afin de

procéder a 1’étape suivante.
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Figure 2.5 : Schéma d’une chambre de CCM avec ses différents composants.

> Visualisation ou révélation

Nous avons testé la présence de trois groupements chimiques que constituent généralement

les biosurfactants/bioémulsifiants : les sucres, les lipides et les acides aminés.

La détection des sucres est révélée par le réactif anthrone qui donne un complexe bleu-vert
avec les composés furfurals et hydroxyméthyl-furfurals obtenus aprés une étape
d’hydrolyse des polysaccharides en monosaccharides et une déshydratation par la suite. La

réaction a eu lieu en milieu acide fort et par chauffage[77,86].

Le réactif anthrone est préparé en ajoutant 0,125 g d’anthrone a 63 ml d’acide sulfurique
concentrée (a 98 %) et 25 ml d’eau distillée. L’acide sulfurique est versé délicatement dans
un erlenmeyer contenant de 1’eau distillée et de 1’anthrone, sous agitation magnétique, dans
un récipient garni de glace. Le réactif anthrone ainsi préparé est rempli dans un

pulvérisateur qui jet des fines gouttelettes.

Les plaques développées sont pulvérisées avec le réactif anthrone, laissées se séchées sous
la hotte puis incubées a I’étuve a une température de 110 °C pendant 20 min. Les plaques
révélées sont sorties de 1’é¢tuve et mises directement au dessiccateur pour arriver a la
température ambiante. Dans le cas de la présence des sucres, les spots prends une couleur
bleu-verte[77]. Une plaque tachée d’une solution de glucose (0,5 g/l) a été préparée dans

les mémes conditions et servie comme test positif.
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La révélation des acides aminés se faites avec le réactif de Ninhydrine. Ce dernier est
préparé en dissolvant 0,25 g dans 100 ml d’acétone a 99 %. Apres pulvérisation, les
plaques sont mises a 1’étuve a une température de 110 °C pendant 20 min pour donner

I’apparition des taches rougeatres dans le cas d’un test positif.

Les lipides, quant a eux, sont révélés par le bleu de bromothymol. Ce réactif est préparé en
dissolvant 0,1 % (m/v) dans 10 % (m/m) d’éthanol absolu. La solution est virée en bleu en
ajoutant au fur et a mesure du NaoH. Les composés développés sont pulvérisées par le bleu

de bromothymol,quidonne des spots jaune juste apres séchage sous la hotte [57].

Remarque : afin de confirmer la présence ou I’absence des groupements recherchés, le test
colorimétrique est reproduit en tubes a essai contenant 1 ml d’agents révélateurs et 0,2 ml
de solution de BioE644, ainsi que de control positif (solution de glucose et de lactosérum a
0,5 g/l) ou de control négatif (de I’eau distillée au lieu de la solution de BioE644). Les
mélanges sont chauffés dans un bain marie porté a ébullition pendant 10 min. Les lipides

sont révélés sans chauffage.

Les spectres infrarouges ont été obtenus en utilisant un spectrophotometre infrarouge a
réflexion totale atténuée série 4000-400 de marque ALPHA BRUKER (c’est une analyse
par réflectance totale atténué sans préparation d I’échantillon).Une quantit¢ de 5 mg de

bioémulsifiant a ét¢ disposée sur la plaque en inox de ’appareil d’infrarouge.

Les mesures d’absorption optique ont été effectuées dans les domaines moyen-IR dont les
longueurs d’onde sont comprises entre 500 et 4000 cm™, avec un temps de scan de 32

, . -1
scans et une résolution de 2 cm’.
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RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. PRODUCTION DU BIOEMULSIFIANT

3.1.1 Influence des principaux facteurs sur la production du bioémulsifiant

La production de bioémulsifiant est influencée par divers facteurs environnementaux,
comme les sources de carbone et d’azote, le rapport C/N, le pH, la salinité, etc.Les facteurs
que nous avons choisis pour en sélectionner les meilleurs résultats ont une influence
significative sur la production du bioémulsifiant. En particulier, la source de carbone et le

rapport C/N.

3.1.1.1 Influence de la source de carbone

Letype et la quantit¢ de bioémulsifiant produit dépendfortement de la nature de la source
de carbone utilisée[87,88].Lessources de carbone généralement utilisées dans la production
de bioémulsifiantspeuvent étre divisées en trois catégories : les glucides, leshydrocarbures
et les huiles végétales [89]. Egalement, plusieurs sources de carbone ont été associées pour
une meilleure production de bioémulsifiants [90].

Dans notre cas, nous avons utilisé¢ deux sources de carbonesolubles dans I’eau : le glucose
(2%, m/v) et le glycérol (2%, v/v), la figure 3.1 présente I’influence de la source de
carbone sur le maximum de la croissance bactérienne, de 1’activité de surface et de
I’activité émulsifiante. Le tableau 3.1 présente les cinétiques de croissance (DO a 600 nm)

et de production(activité émulsifiante E24)influencées par la source de carbone.

2.5 mDO DDP mE24 - 50
) 2 - 40
= ’E“ o
S 51,5 - 30 S
S & X
s 1 - 20 &
oR
a 05 - 10
0 - 0
| 29 lycérol (2 ¢
Glucose ( o 1r1r11‘/c\é)de carb(()}nzcero (2% v/v)

Figure3.1 : Influence de la source de carbone sur la croissance bactérienne (DO a 600
nm), 1’activité de surface (DDP en cm) et ’activité émulsifiante (E24 en %)dans le milieu
de production MSM. Les barres d’erreur représentent l’erreur standard de trois répliques

indépendantes.
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Tableau 3.1 : Effet de la source de carbone sur les cinétiques de croissance et de
production du bioémulsifiant.
Temps (h) Sources de carbone
Glycérol Glucose
DO a 600 nm E24 (%) DO a 600 nm E24 (%)

7 0,6814 £ 0,081, | 16,87 26,2, 0,7393; Op

16 2,1342 £ 0,057, | 29,76 £ 29,6, 1,41, 3,5

23 2,1220 £ 0,032, | 38,48 £22,15, 1,4199;, 10y

40 2,2685+0,019. | 4092+6,17. | 1,4125+0,005, 14,26 £ 6,01,

2. Moyenne de deux répliques indépendantes. ,: un seul réplique..: trois répliques
indépendantes.

Les résultats obtenus montrent que 1’ajout du glycérol améliore fortement la croissance
bactérienne (DO). Par exemple, les valeurs de la DO sont 2,2 en présence de glycérol et 1,4
en présence de glucose. De ’autre coté, le glycérol a augmenté trois fois D’activité
émulsifiante (E24) par rapport au glucose. La valeur del’indice d’émulsificationE24 a
augmenté de 13% a 40 % en remplacant le glucose par le glycérol. En revanche, I’activité

de surface dans les deux milieux est presque identique.

L’utilisation du glycérol comme source de carbone, permet d’obtenir un rendement plus
¢levé en biosurfactants. D’une part, les bactéries acidifient le milieu en consommant le
glycérol, ce qui rend le pH favorable a la production, d’autre part la biomasse bactérienne
sera importante pour assumer la dégradation [91]. En outre,le glycérol semble étre un
précurseur d'acide gras simple avec une grande solubilité dans le milieu, de sorte qu'il est
facilement utilisé par les bactéries pour leur carbone et leur source d'énergie[92].

Des résultats similairessont été trouvés par Anna et Parthasarathi(2014) [92].En présence
dePseudomonasaeruginosaPBSC1 et en utilisant le glycérol et le glucose comme deux
sources de carbone. Ils ont montré que le milieu MSM avec le glycérol conduit a une
production plus élevée de biosurfactant (3,93 g/l) par rapport au milieu contenant le

glucose (3,27).La réductionminimalede la tension de surface et I'activité¢ d'émulsification
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maximale enregistrées étaient de 30,25 mN/m et 79,65% respectivement. Une bonne
formation de mousse a été observée dans le milieu de culture contenant du glycérol.
Santaet al (2002) [93], ont trouvé aussi qu’avec la souche PA1l de Pseudomonas
aeruginosa cultivées sur différentes sources de carbone (n-hexadécane, huile de paraffine,
glycérol et huile de babassu), le glycérol était le meilleur.

3.1.1.2 Influence de la source d’azote

I1 est prouvé que les sources d'azote jouent un role essentiel dans les processus desynthése
debioémulsifiants[94].

La source d’azote est le deuxieme complément le plus important pour Ia
productiondebioémulsifiants. Diverses sources d'azote organiques et inorganiques ont été
utilisées dans la production de bioémulsifiants [95].Dans notre cas, deux substrats ont été
utilisés : le nitrate de sodium NaNO; et le chlorure d’ammonium NH4Cl avec une
concentration de 2g/l pour les deux sources. La figure 3.2 montre ’effet de la source
d’azote sur le maximum de la croissance bactérienne, 1’activité émulsifiante et 1’activité de
surface.Le tableau 3.2 montre I’effet de la source d’azote sur les cinétiques de croissance et

de production de bioémulsifiant.

[mDO = DDP mE24|
4 70
_ 3,5 60
£ 3
== 50 ~
s E 2.5 valeur nul (0) 40 é
< 30 2
a 1 20
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0 F O
NaNO3 (2 g/l) NH4CI (2 g/)
ource d'azote

Figure3.2 : Influence de la source d’azote sur la croissance bactérienne (DO a 600 nm),
I’activité de surface (DDP en cm) et I’activité émulsifiante (E24 en %) dans le milieu de
production MSM.Les barres d’erreur représentent [’erreur standard de deux répliques

indépendantes.
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Tableau 3.2 : Effet de la source d’azote sur les cinétiques de croissance et de production
de bioémulsifiant.

Temps (h) Sources d’azote
NaNO; NH4Cl
DO a 600 nm E24 (%) DO a 600 nm E24 (%)
7 0,6182 + 0,11, 7,07 £ 6,06, 0,6087 +£0,023, 0,
16 2,2879 £ 0,09, | 34,53 +27,68, | 0,1063 +0,056, 04
23 2,1460 + 0,068, | 33,06 + 18,27, | 2,203+0,13, 04
40 2,2040 + 0,12, 50+9,90, 2,1298 + 0,02, 0,

a - Moyenne de deux répliques indépendante. i, : Moyenne de trois répliques indépendante.

Les résultats obtenus révelent que le nitrate de sodium est une excellente source d’azote
pour la production du bioémulsifiant, Dactivit¢ émulsifiante (E24) est de 50%.
Concernantla croissance bactérienne, le NaNOsa provoqué un développement cellulaire
plus important par rapportauNH4Cl; les valeurs de la DO sont 2 ,4 et 1,9 pourNaNOs et
NH4Cl respectivement. De ’autre coté, 1’activité de surface de deux milieux sont proches.
Un DDP en cm de 1,75 et 1,3 pour le NaNOj; et le NH4Cl respectivement.

Par conséquence, les résultats montrent que le NaNOs est la bonne source d’azote pour une
bonne production de bioémulsifiant. Il semblerait que le nitrate de sodium est facilement
assimilable par les bactéries.

Abdel-Mawgoud et al. (2008) [96] et Meyer (2011) [97]onttrouvé des résultats similaire,
ils ont signalés que la bonne production de bioémulsifiant a été obtenuedans le cas ou le
nitrate d'ammonium et le nitrate de sodiumsont utiliséscomme source d'azote.

D’autre part, Anna et Parthasarathi, (2014) [92], ont montré que le nitrate de sodium

conduit a une bonne production de biosurfactant.

Dans de nombreux processus biologiques, le rapport C/N est un facteur critique, affectant

I’accumulationdes produits métaboliques[98].
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Pour avoir des rendements de production optimaux, il est donc nécessaire d’optimiser le

rapport C/N. LesrapportsC/N étudiés sont : 50,4 ; 25,2 ; 12,6 ; 6,3 ; 4,2. Les deux sources

de carbone et d’azote sont le glycérol et le nitrate de sodium NaNOs.Les résultats de

I’activité émulsifiante et de surface maximales sont illustrés dans la figure 3.3.Le tableau

3.3 montre les cinétiques de croissance et de production de bioémulsifiant.

DO (a 600 nm)
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Figure3.3 : Influence du rapport C/N sur la croissance bactérienne (DO a 60 nm) et

Iactivité émulsifiante (E24 en %) dans le milieu de production MSM.Les barres d’erreur

représentent [’erreur standard de deux répliques indépendantesseulement pour la série

« DO ».
Tableau 3.3 : Effet du rapport C/N sur les cinétiques de croissance et de production du
bioémulsifiant.
Rapport Temps (h)

o 7 16 23

DO a600nm | E24 (%) | DO a 600 nm E24 (%) DO a 600 nm E24 (%)
4,2 1,1241 +0,06, | 12,4+ 1,8, | 2,1697 £ 0,02, | 50,24 +5,38, | 2,1384+ 0,02, | 26,25+ 5,69,
6,3 1,5865 0,55, | 12,3+ 12, | 2,1632+0,007, | 35,78+27,96, | 2,1256+0,011, | 38,16+25,22,
12,6 1,1606 +0,03, | 19,02+8,5, | 2,2207+0,005, | 36,1 + 17,37, | 2,2228+0,002, | 24,66+0,473,
25,2 1,5135 +0,02, | 6,94 4,4, |2,1349+0,014, | 18,22+ 1,16, | 2,1809+0,043, | 19,98 £0,64,
50,4 1,2584 +0,10, | 17+7,4, |2,1594+5,64, | 33,6+5,5, 1,6788 + 0,71, | 29,54 + 0,65,

a1 . Moyenne de deux répliques indépendantes.
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Les résultats obtenus montrent que 1’activité émulsifiante maximaleest enregistrée avec
lesrapports C/N de 6,3, 4,2 et 12,6.Les valeursde E24sont de 50,24%, 35,78%et 36,1 %
respectivement. L’activité de surface du bioémulsifiant, quant a elle, est faible (un DDP
d’environ 1 cm) et n’est pas influencée par les rapports C/N employés.

Ces résultats se concordent avec les travaux de Santa et a/ (2002) [93], Rashedi et a/(2005)
[99] et Chen et al (2005) [100] qui ont constaté que les faibles rapports C/N stimulent
mieux la production de biosurfactants.

D’autre part Abdel-Mawgoud et al (2008) [96], ont travaillé sur 1’optimisation de la
production de lasurfactine (un bioémulsifiant lipopeptidique) produit par Bacillus subtilis
BS5. Une meilleure production a été obtenue en présence de 4,96 g/l de nitrate de sodium,

ce qui donne un rapport de C/N compris 6,3 et 4,2.

Afin de confirmer les résultats de cet essai, nous 1’avons répété une deuxieme fois, avec
trois rapports C/N 25,2 ; 12,6 et 6,3,entrois répliques pour chaque rapport. Le tableau 3.1
récapitule 1’effet du rapport C/N des deux essais sur la production de bioémulsifiant dans le

milieu MSM-glycérol.

Tableau 3.4: Test de reproductibilité des résultats des essais réalisés sur « I’influence du
rapport C/N ».

Capacité émulsifiante

C/N | Essai | E24 (%) | Essai | E24 (%) | Moy. Essais | E.S Essais | CV (%) Essais

N°l N°2
25,2 19,04 7,28 13,16 8,31 63,16
12,6 48,38 36,88 42,63 8,13 19,07
6,3 55,55 33,81 44,68 15,37 34,4

Moy.: Moyenne arithmétique, E.S : Erreur standard issu des deux essais,CV : Coefficient
de variation.
Les résultats montrent que les deux rapports 12,6 et 6,3 donnent une meilleure production

de bioémulsifiant. Le coefficient de variation CV détermine I’écart ou la marge d’erreur.
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Le CV est maximale pour un rapport de C/N = 25,2. En sciences biologiques, nous
pourrons assistée a un écart plus de 30 % avec des répliques opérés dans le méme temps

(répétabilité) ou a temps différent (reproductibilité).

3.1.1.4 L’effet de la salinité

La salinité est aussi l'un des parametres les plus importantsinfluencantla production de

bioémulsifiant. La figure 3.4 montre son effet sur la croissance bactérienne et la capacité

émulsifiante.
| mDO mE24 |
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Figure3.4: Influence de la salinitésur la croissance bactérienne (DO a 600 nm), et I’activité
émulsifiante (E24 en %) dans le milieu de production MSM. Les barres d’erreur

représentent | erreur standard de deux répliques indépendantes.

Les résultats obtenus montrentque la salinité joue un role important dans la production de
bioémulsifiant. L’absence de sel a un effet négatif sur la production. Une valeur de salinité
de 23 g/l conduit une activit¢ d’émulsification (E24) de 40%. Cependant, la croissance
microbienne n’est pas influencée par la salinité. La souche
M.hydrocarbonoclasticusSdk644 est une halotolérante, elle croit en présence comme en
absence de NaCl pour un intervalle de salinité de 0 a 150 g/l NaCl (donnés non publi¢).Par
conséquence et d’apres ces résultats, la présence de NaCl est indispensable pour la

production de bioémulsifiant.
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Selon Pepiet al(2004) [101],la souche Halomonassp. ANT3b était capable de produire un
glycolipide dans un milieu de base contenant 24 g/l de NaCl et 2% (v/v) avec I’hexadécane
comme source de carbone. En utilisant une souche marinede Bacillus megaterium,
Thavasiet al(2008) [102], ont abouti a une production maximale de biosurfactant en

présence de 30 g/l.

3.1.2 Influence de la nature du milieu de production

L’effet de la nature du milieu, qu’il soit riche ou pauvre sur la production du bioémulsifiant

est présenté dans la figure 3.5.

| ®mC BioE644 ®TS EE24 |
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Figure3.5 : Influence de la nature du milieu (riche LB ou pauvre MSM) sur I’activité de
surface (TS en mN/m et DDP en cm) et ’activité émulsifiante (E24 en %).Les barres

d’erreur représentent l’erreur standard de trois répliques indépendantes.

Les résultats obtenus ont révélé que 1’activité émulsifiante (E24) dans le milieu LB et le
milieu MSM est presque égale. Nous avons enregistré les valeurs de 36,40 + 2,97 %et
35,81 £ 2,58%respectivement. D’autre part,les valeurs de la tension de surface sont
presque identiques dans les deux milieux préparés. Nous avons trouvés 42,663 + 0,77
mN/m pour le milieu MSM et 40,506 + 2,53mN/m pour le milieu LB.

Cependant, la quantité de Bioémulsifiant BioE644 obtenue est trés intéressante en utilisant
un milieu LB.Les quantités obtenues en bioémulsifiant BioE644 sont 13,55 + 0,61 et 1,52
+ 0,49 (g/l) respectivement pour les milieux LB et MSM. Donc d’aprées les résultats, le

milieu LB est le meilleur pour une concentration optimale de bioémulsifiantproduit.
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3.1.3 Cinétique de production

Afin de déterminer la relation entre la croissance microbienne et la production de
bioémulsifiant et d’optimiser le temps de production, des mesures de I’absorbance du
trouble microbien a longueur d’onde de 600 nm, de la tension de surface et de 1’activité
émulsifiante ont étéeffectuées(figure 3.6).

Deux milieux ont été préparés; LB et MSM, avec les conditions opératoires :une
température d’incubation de 30°C, un pH dumilieu de7, une vitesse d’agitation est de 150
t/min et un temps d’incubation de 40 h. Sachant que le glycérol (2 % v/v) est la source de
carbone inductrice dans les deux milieux.Le nitrate de sodium a 0,4 % (m/v) a été utilisé

comme source d’azote dans le milieu MSM. Les résultats sont montrés dans la figure 3.6.

_I—O—DO MSM —e—DO LB E24 MSM —e—E24 LB 50

- 45
i - 40
- 35
- 30
L 25
- 20
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- 10
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DO (a 600 nm)

0 - T T T T 0
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Temps (h)

Figure3.6 : Cinétique de croissance (DO a 600 nm) et de production du bioémulsifiant
(E24 en %). Les barres d’erreur représentent [’erreur standard de deux répliques

indépendantes.

Les résultats obtenus indiquent que la biomasse microbienne (DO) est maximaleau bout
d’un temps de 15 h dans les deux milieux (LB et MSM).D’autre part,nousremarquons que
I’activité émulsifiante maximale est obtenue aprés 7 h d’incubation seulement dans le
milieu LB (a la fin de la phase exponentielle de croissance), contrairement au milieu MSM
ou I’activit¢é maximale est atteinte au bout de 40 h (durant la phase stationnaire).Donc

d’aprés ces résultats, nous pouvons dire que nous sommes devantdeux situations
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différentes pour la synthése de bioémulsifiant produit par la souche M.
hydrocarbonoclasticus Sdk644.Avec le milieu riche LB, le bioémulsifiant est produit
autant que métabolite primaire associ¢ a la cinétique de croissance
(growthassociatedKinetic).A I’inverse, la synthése du bioémulsifiant dans le milieu MSM
ne se produit que lorsqu’il y a épuisement des éléments nutritifs (durant la phase
stationnaire) (Non-growthassociatedkinetic).Dans ce cas, le bioémulsifiant est considéré
comme métabolite secondaire.

Franzetti et al (2012) [21], a trouvé que [Dactivit¢ émulsifiante maximale d’un
bioémulsifiant produit par la souche Variovoraxparadoxus7TbCTS5 dans lemilieu LB est
observée a la fin de la phase exponentielle et reste constante aprés 48 h d’incubation(le

bioémulsifiant produit est considéré donc comme métabolite primaire).

Sarubbo et al (2006) [103], a trouvé aussi que l’activité émulsifiante maximale d’un
bioémulsifiant produit par la souche Candida Glabrata UCP 1002 dans un milieu minéral
MM est observée durant la phase exponentiel (veut dire que le bioémulsifiant produit
autant que métabolite primaire) avec I’huile de coton comme source de carbone d’une coté.
De I’autre coté, I’activité émulsifiante maximale est observée durant la phase stationnaire
(veut dire que le bioémulsifiantest synthétisé¢ autant que métabolite secondaire) avec le n-
hexadécane comme source de carbone.
3.2. EXTRACTION DU BIOEMULSIFIANT

Pour extraire le bioémulsifiant du milieu de croissance, il est d'abord
nécessaired’¢liminerla  biomasse microbienne de ce milieu de culture (par
centrifugation).La récupération des biotensioactifs dépend principalement de leur
chargeionique, de leur solubilité et de leur localisation (intracellulaire, extracellulaire ou lié
aux cellules) [15].L’extraction par solvants est la technique la plus utilisée. Différents
solvants sont utilisés :chloroforme : méthanol, butanol, acétate d'éthyle, etc [15].D’autres
techniques reposant sur la précipitation du tensioactif sont ainsi employées.
Dans notre cas deux méthodesd’extraction ontété opérées :

- L’extraction par solvant; en utilisant le mélange chloroforme: méthanol et

I’acétate d’éthyle,
- Laprécipitation par I’éthanola froid.

Le tableau 3.6 illustre 1’efficacité des solvants utilisés pour 1’extraction de bioémulsifiant.
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Tableau 3.6 :Efficacité des différents solvants utilis€s pour 1’extraction du Bioémulsifiant.

Solvants Concentration de BioE644 | Capacité émulsifiante (E24 en
(€4)) %)
LB MSM LB MSM
Cold éthanol 2,08+0.13, 1,15+0.37, 65y, NR
CHCL:/CH30H | 4,24+0,75, 0,554+0.63, 60y 30y
Acétate d’éthyle | 0,38+0.68, | 2,255, 57, 04
N

R RTI KT - 1 b, e
:non réalisé. : moyenne de deux répliques indépendante. ~ : un seul réplique.

D’apres les résultats obtenus, la production de bioémulsifiant est meilleure dans le milieu
LB ou nous avons enregistré une concentration en bioémulsifiant plus élevée par rapport
au milieu MSM. La concentration maximale est obtenue en utilisant un milieu LB extrait
avec un mélange de chloroforme/méthanol. Cependant, la concentration n’aura aucun
intérét si ne s’associer pas avec une bonne émulsification. Donc, d’apres tous ces résultats

c’est le milieu LB qui donne le meilleur pouvoir émulsifiant.

3.3. CARACTERISATION DU BIOEMULSIFIANT

3.3.1 Propriétés fonctionnelles de bioémulsifiant

3.3.1.1 Stabilité du bioémulsifiant

L’effet de la température,dupH et du temps d’incubation sur la stabilité de bioémulsifiant

est ainsi étudié.

L’effet de la température sur la stabilité des bioémulsifiants est illustré sur les figures 3.7,

3.8et3.9.
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Figure 3.7 : Prise photo montrant I’effet de la température sur 1’activité émulsifiante dans

Figure 3.8: Prise photo montrant 1’effet de la température sur I’activité émulsifiante dans

le milieu MSM-glycérol.

le milieu LB-glycérol.
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Figure 3.9 : Stabilité thermique de bioémulsifiant avec trois températures différentes

(a4, -12 et 100 °C) dans le milieu MSM-glycérol et LB —glycérol.
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Les résultats obtenus indiquent que le bioémulsifiant est trés stable dans la gamme de
température de 4 a 100 °C pour le surnageant du milieu LB. Par exemple, les valeurs de
E24 sont 57,1 % et 63,6 % a des températures4°C et 100 °C respectivement. Toutefois, la
congélation a -12°C pendant une huit conduit a une perte de 39,6% de Dactivité

émulsifiante du bioémulsifiant (38,4 %).

Cependant, le milieu MSM produit un bioémulsifiant qui n’est pas stable pour des
températures tres élevées ou tres baisses. A des températures de - 12 et 100 °C, les valeurs

de (E24) sont 13 % et 19 % respectivement.

Saimmai et al/ (2013)[104] a indiqué une bonne stabilité thermiquepour un biosurfactant
produit par une souche marine [nquilinuslimosusKB3 dans une large gamme de

température allant de 4 a 120 °C.

Eddouaouda (2012)[20], a trouvé que le biosurfactant produit par une souche
Staphylococcus sp. 1E est stable durant 1’augmentation de la température de 4 jusqu’a
55°C. Pour des températures plus élevées (70°C, 100°C) le biosurfactant est instable

thermiquement.

L'importance des caractéristiques de la plupart des organismes est leur forte dépendance

vis-a-vis du pH pour la croissance cellulaire et la production de métabolites secondaires.

L'indice d'émulsification(E24) a été mesuré pour différentes valeurs de pH : 2,4, 7, 9 et 12.
Les figures 3.10 et 3.11, illustrent I’influence de pH sur la stabilité de bioémulsifiant dans

les deux milieux (LB-glycérol et MSM-glycérol).
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Figure3.10: Stabilité¢ du bioémulsifiant (surnageant MSM-glycérol) a différents pH.
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Figure3.11: Stabilité du bioémulsifiant (surnageant LB-glycérol) a différents pH.

Pour le milieu MSM-glycérol, les résultats de D’effet du pH sur la stabilit¢ de
bioémulsifiant révelent que le bioémulsifiant (bioE644) est stable dans une gamme étroite
de pH. Des milieux acides sont défavorables pour 1’application de BioE644. Par

conséquence le pH9 est la valeur optimale pour une bonne stabilité de bioE644.

D’autre part, les résultats obtenus, en présence de milieu LB, montrent que le
bioémulsifiant (BioE644)est plus stable dans un intervalle de pH allant de 4 a 8. En dehors
de cette gamme, il devient moins stable. Haddad et a/(2009) [105], ont trouvé qu’un pH

acide (pH = 4) influe négativement sur 1’activité de biosurfactant.

En revanche, les travaux de Ferradji (2014) [106], indiquent que le biosurfactants Bio-AB1
est stable a des pH compris entre 2 a 11. De méme, Eddouaouda (2012) [20], a trouvé que
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le biosurfactant produit par la souche 1E est trés stable dans toute la gamme de pH allant

de2al2.

Biao et al(2012) [107], ont remarqué que le biosurfactant produit par la souche
Nocardiopsissp. B4 est stable en milieu basique (8 a 12), mais il est moins stable en milieu
acide (pH < 7). Des résultats similaires ont été signalés par Bezza et Chirwa (2015) [85],
ils ont constaté qu’unlipopeptide produit par Bacillus subtilis CN2 est stable dans une
gamme de pH de 5 a 13. A des pH inférieurs a 5, la stabilité du biosurfactant est

considérablement réduite suite a la précipitation du produit.
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Figure 3.12 : efficacité du bioémulsifiant BioE644 extrait par le mélange chloroforme :

méthanol ou I’éthanol a froid dans la stabilisation d’émulsion E/H en fonction du temps.

Les résultats obtenus montrent que 1’activit¢ émulsifiante du BioE644 extrait par le
mélange chloroforme : méthanol (une concentration de 0,6 % m/v) est gardée maximale
pendant 5 jours (E24 de 52 % dans le 5™ jour). Dans les trois jours qui se suivent, elle
diminue 4 41 % et reste constante jusqu’au 18 jour. A partir du 19°™ jour, le E24 chute

légerement (36 %) et garde sa valeur aprés 5 jours d’incubation a température
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ambiante.L’émulsion E/H perte sa stabilité par la suite jusqu’au 31°™ jourou elle atteint

une valeur de 22,72%.

Cependant, pour le BioE644 extrait par 1’éthanol a froid, nous avons obtenu une valeur de
E24 de 59%, mais 1’émulsion diminue rapidement en fonction du temps (E24 de 14 %

apres 10 jours et 4 % apres 27 jours).

Les bioémulsifiants sont connus pour leur pouvoir stabilisateur d’émulsions en fonction du
temps. Bien que le bioémulsifiant BioE644 produise par la souche M.
hydrocarbonoclasticus Sdk644 est stable pour une période de 18 jours, d’autres
émulsifiantes microbiennes cités dans la littérature ont une durabilit¢ de I’émulsion
supérieure. Le cas du bioémulsifiant produit par V. paradoxusest stable pendant 12 mois
(E24 de 59 %) [21]. Luna-Velasco et al(2007)[108] a trouvé que le bioémulsifiant
synthétisé par la Penicillium sp est stable durant 90 jours d’incubation a température

ambiante (E24 de 66 %).

Selon Monteiroet al(2010) [52], Willumsen 1997[63] et Kaplanet al(1982) [64].les
bioémulsifiants sont capables de stabiliser les émulsions en augmentant leur cinétique de
stabilit¢ et cette propriét¢é a augmenté leur utilité dans les industries des produits

cosmétiques, alimentaires, pharmaceutiques et pétroliers.

3.3.1.2 Pouvoir émulsifiant

Les bioémulsifiants s’appliquent dans différents domaines industriels et
environnementaux. Leur pouvoir émulsifiant vis-a-vis différents substrats hydrophobes

détermine les potentialités spécifiques pour une telle ou telle application.

Le tableau 3.7 présente les données relatives au pouvoir émulsifiant de trois
bioémulsifiants produits par la souche M. hydrocarbonoclasticusSdk644 ainsi que le type

d’émulsion produite.
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Tableau 3.7 : Pouvoir émulsifiant des surnageants MSM-glycérol ; LB-glycérol et MSM-

HF vis-a-vis différents substrats hydrophobeset type d’émulsion formée.

Substrats Surnageant MSM-HF | Surnageant MSM-glycérol | Surnageant LB-glycérol
hydrophobes E24 (%) Type E24 (%) Type E24 (%) Type
Apres | Apres Apres | Apres Apres | Apres
10min |24 h | d'émulsion | 10min|24 h | d'émulsion | 10min |24 h | d'émulsion
huile d'avoine 50 O|H/E et E/H | 30,33 0| H/E et E/H 10 0|H/E
huile de pin 45,45 0 |H/E et E/H 45 O/H/EetE/H | 57,14 0 |E/H
huile de moteur 100 | 78,26 | H/E 90,82 80 |H/E 61,9 40 | E/H
huile d'olive 0 0- 0 0]- 30| 19,04 | E/H
pétrole 1 0 0]- 0 0]- 55 35|H/E
pétrole 2 47| 13,63 | E/H 43 30| E/H 0 0|-
huile de table 0 0|- 0 0]- 50| 4,76 |E/H
Toluene 50| 45,45 |E/H 62 55|E/H 60| 47,61 | E/H
Dichlorométhane 551 52,38 | E/H 69| 68,57 | H/E 52,17 52,17 |H/E
Hexane 42,85 42 |E/H 34| 33,33 |E/H 0 0]-

D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que la meilleure activité émulsifiante, pour
les trois milieux, est obtenue avec I’huile de moteur. L’émulsion formée dans ce cas est de
type huile dans I’eau avec le surnageant du milieu MSM et eau dans ’huile pour le

surnageant du milieu LB, indépendamment de la source de carbone.

Egalement, une émulsification intéressante a ét¢ obtenue en présence de dichlorométhane
(E24 > 52%) suivi par le toluéne (> 45%) pour les trois surnageants. L’émulsion est de
typeH/E avec le dichlorométhane quand le glycérol est la source de carbone dans les deux
milieux MSM et LB. Avec le toluéne, 1’émulsion produite est de type E/H
indépendamment du milieu et de la source de carbone. L’hexane est ainsi émulsionné
moyennement avec les surnageants du milieu MSM (E/H), alors que le surnageant du
milieu LB forme une émulsion H/E moyennement épaisse avec le pétrole 1. Les huiles
végétales sont les moins émulsionnées avec les bioémulsifiants bruts de la souche Sdk644.
Ses résultats suggerent que le bioémulsifiant de la souche M. hydrocarbonoclasticus
Sdk644 pourrait étre employé prédominamment dans le domaine environnemental ; dans
les opérations de nettoyage descuves contenants des hydrocarbures et des solvants
organiques, la récupération assisté du pétrole et la bioremédiation des sites contaminés par

les hydrocarbures.
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Uad ef al (2010) [109], a observé une bonne émulsification avec le Xyléne (E24 de 76 %)
et le toluéne (E24 de 74 %) suivi par le gasoil (44 %). Des pétroles 1égers et lourds n’ont
pas été émulsionnés par ce bioémulsifiant polysaccharidique synthétisé par une souche de

Marinobacter spp ,isolé d’un sédiment prélevé a une profondeur de 4000 m.

Franzetti et al(2012) [21], a signalé une bonne émulsification vis-a-vis le kérosene, le
gasoil, I’huile de moteur et huile de soja avec le surnageant de la souche V. paradoxus
7bCT5. Zheng et al(2011) [110], a isolé¢ deux bioémulsifiants produites par deux souches
thermophiles GeobacilluspallidusXS2 et XS3 efficaces dans 1’émulsification de
I’hexadécane (E24 de 61 % et 55 % respectivement).Luna-velasco et al(2007) [108], ont
constaté qu’une bonne émulsion (eau dans 1’huile) est produite avec le kérosene, le gasoil

et le xyléne. Toutefois, le dichlorométhane a été faiblement émulsionné.

Eddouaouda et a/(2012)[20], ont obtenu des résultats similaires avec 1’huile de moteur
(E24 de 78,57 %) et une émulsification modérée avec le gasoil, I’huile d’olive et I’huile
végétale (42,85% ; 42,48 % et 51,14 % respectivement) en utilisant un biosurfactant

produit par une souche Staphylococcus sp. 1E cultivée sur un milieu LB additionné de

I’huile d’olive.

3.3.2 Propriétés structurales

L’analyse biochimique du bioémulsifiant produit la souche M. hydrocarbonoclasticus
Sdk644 avec le milieu LB-glycérol a confirmé la présence des lipides et des hydrates de
carbone. Le taux de glucides, déterminé a partir de la courbe d’étalonnage (figure 3.13) est
de 30,93 + 1,75 (mg/l). Le taux de lipides est de 28,99 + 6,23 (%, m/m).Une concentration
proche des sucres a été trouvée avec le bioémulsifiant produit dans le milieu MSM amendé

de I’huile de friture (32,4 mg/1). Le dosage des lipides n’a pas été fait pour ce dernier.
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Figure 3.13 : Courbe d’étalonnage des glucides.

Al-Mallah et al (1990) [111], a trouvé un taux similaire des hydrates de carbone avec un
bioémulsifiant sécrété par la souche M. hydrocarbonoclasticus SP17 cultivé sur eicoséne
(n-C20) et lactate comme sources de carbone (37 et 23,46 mg/l respectivement).La
concentration des lipides totaux était respectivement 15,58 et 1,76 mg/l. Une faible
concentration en protéines a été signalée par 1’auteur avec les deux sources de carbone ;
eicoseéne et lactate (0,45 mg/l chacune). Singh et a/(2011) [112], a trouvé un taux plus
¢levé en hydrates de carbone (343,14 mg/l) pour un exopolysaccahride produit par Bacillus
licheniformis.Le bioémulsifiant produit par V. paradoxus 7bCT5 dans le milieu LB est

composé de 94 % de sucres, 4 % de lipides et 1 % de protéines [21].

3.3.2.2Chromatographie sur couche mince

L’analyse CCM du bioémulsifiant brut produit dans le milieu LB-glycérol et extrait par
chloroforme : méthanol avec les différents solvants de développement et d’agents de
visualisation a révéler la présence des sucres (figure 3.14), I’absence des acides aminés et

des lipides.
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Figure3.14 : Révélation des sucres avec (a) la solution de glucose et (b) avec le

bioémulsifiant.

La présence dessucres a été confirmée dans le bioémulsifiant en employant une autre
plaque tachée avec une solution de glucose. Apres révélation, nous avons obtenu la méme
coloration (bleu verte) pour les deux produits. Ainsi, nous avons reproduire la révélation
des sucres avec des solutions aqueuses de bioémulsifiant, de glucose et un témoin (avec
I’eau distillée). Apres ajout du réactif anthrone aux solutions, une coloration bleu verte
plus intense a été¢ développée dans la solution de glucosequ’avec la solution de BioE644.

Aucune réaction n’a été¢ développée avec le témoin (figure 3.15).

Figure3.15: révélation des sucres avec les solutions de glucose et de bioémulsifiant.



RESULTATS ET DISCUSSION 56

L’absence des acides aminés été aussi confirmée en milieu liquide ou aucune coloration
rouge a ¢été développée avec la solution de bioémulsifiant. Toutefois, une coloration rouge

a persisté avec une solution de lactosérum (controle positif) (figure 3.16).

Figure3.16 : Révélation des acides aminés en milieu liquide. (a) solution de lactosérum,

(b) solution de bioémulsifiant.

Cependant, la présence des lipides a été bien visualisée en préparant une solution de
biosurfactant traitée avec le réactif de bleu de bromothymol (figure 3.17), contrairement au

aucune coloration n’a été développée.

Figure3.17 : Révélation des lipides avec une solution aqueuse de bioémulsifiant.

Bien que nous ayons détectée une tache bleu verte mince avec le réactif anthrone (un Rf
trés faible), I’absence des acides aminés et surtout les lipides indiquent probablement que
notre produit est formé d’une structure complexe de polysaccharides et lipides. La
présence des sucres et des lipides et 1’absence des structures protéiques ont été confirmée
en milieu liquide. Bonilla et al, (2005) [10], en utilisant une batterie d’agents révélateurs, a
indiqué ’absence descomposés de faible poids moléculaires comme les petits peptides,

lipopeptides, Rhamnolipids et d’autres glycolipides et les phospholipides.
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La IRRTA est l'analyse la plus utile pour identifier les types de liaisons chimiques

(groupes fonctionnels) présents dans la fraction biologiquement active d'un bioémulsifiant

inconnu et détermine ainsi sa nature chimique.
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Figure 3.18: Analyse IRRTA du bioémulsifiant BioE644. A produit dans le MSM -
glycérol, Bproduit dans le MSM— HF, C produit dans le LB-glycérol extrait par le
mélange etDproduit dans le LB-glycérol extrait par [’éthanol.

Les spectres affichées pour le  bioémulsifiant BioE644  produit  par
Marinobacterhydrocarbonoclasticus Sdk644 dans les deux milieux MSM et LB avec le
glycérol et I’huile de friture usagée comme sources de carbone montrent certaine

ressemblance dans la nature des groupements fonctionnels identifiés.

En effet, les bandes larges situées a 3299 et 3326 cm™ sont attribués aux vibrations
d’¢élongation des groupements OH des hydrates de carbone [79,113], et des acides

carboxyliques.

Ainsi, des pics caractéristiques des acides gras ont été identifiés. Ceux trouvés dans la
région 2900 cm™ confirment la présence des groupements alkyles (les groupes CH, et
CHs;) des chaines aliphatiques insaturées [79,113,114], le pic localisé dans la région de
1740 et 1728 cmest attribué a la vibration d’élongation du groupement carbonyle (C=0)
et celui trouvé autour de 1640 cmest alloué aux vibrations de 1”’ion carboxylate (COO)

dans la moitié¢ uronique (groupement carbonyle et fonction d’acide carboxylique a la fois)

[79, 115].

Les pics situés autour de 2340 cm™ sont dus aux vibrations d’élongation des O-H chélatés

dans les sucres.
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La bande apparue dans la région 1540 cm™ est due aux vibrations de déformation des

liaisons CH [116, 117].

La région en dessous de 1500 cm™ est la région appelée des « empruntes », spécifique a

des composés de structures chimiques identiques.
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Depuis la révolution industrielle, au dernier si¢cle, 'homme n'a pas cessé de proposer de
nouvelles sources d'énergies. La découverte du pétrole a donné un essor considérable aux
industries. Depuis, les réserves naturelles du pétrole ont été utilisées sans limite et le risque
d'étre épuisées a court et a moyen terme est accru. Sachant que ces ressources ne sont pas
renouvelables, il est indispensable de songer a une meilleure exploitation des gisements et
a une récupération maximale du pétrole, aussi bien des puits que des containers. De 1a, il
est clairement nécessaire d'utiliser des substances appelées « les surfactants chimiques »,

qui permettent une récupération presque totale de pétrole [1].

La production mondiale actuelle de surfactants chimiques se chiffre a plus de 3 millions de
tonnes par année [2]. La plupart des surfactants commercialement disponibles sont
d'origine chimique et sont des produits dérivés du pétrole. Ils présentent un risque
environnemental, car ils sont généralement toxiques et non biodégradables [3,4, 5, 6]. C'est
pourquoi, depuis plusieurs années, et grace a I'essor de la biotechnologie, les scientifiques
s’intéressent de plus en plus a des surfactants produits par des organismes vivants : les
tensioactifs biologiques ou « biosurfactants ». Ceux-ci possédent les mémes propriétés
tensioactives que leurs homologues chimiques, mais ont I'avantage d'étre biodégradables,
non toxiques et qui sont é¢galement efficaces a des températures, des pH et des salinités
extrémes [2]. Cependant, leurs colits de production demeurent encore assez ¢levés et
freinent leur utilisation [7]. Les substrats de croissance pour les microorganismes
producteurs de biosurfactants sont peu coliteux, mais le faible taux de production et les
procédures de purification font que leurs cotits peuvent étre parfois supérieurs a ceux des

tensioactifs chimiques [8,9].

Les biosurfactants se subdivisent en deux groupes majeurs : les biosurfactants, de faibles
poids moléculaires et les composés de haut poids moléculaire appelés les bioémulsifiants.
La structure chimique de ces derniers renferme des polysaccharides, des protéines, des

lipopolysaccharides, lipoprotéines ou un mélange de ces polymeéres.
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Contrairement aux biosurfactants, les bioémulsifiants ne provoquent pas une réduction
importante des tensions de surface et interfaciales mais ils conduisent a la formation
d’émulsions stables. Les applications potentielles des bioémulsifiants incluent la
bioremédiation des sites contaminés par les hydrocarbures, la récupération assistée du
pétrole (enhancedoilrecovery EOR), la formation d’émulsions stables (huile dans I’eau) en

industrie alimentaire et dans les industries cosmétiques [10].

De D’autre c6té, la croissance microbienne et 1’accumulation des produits métaboliques a
I’instar des bioémulsifiantssont fortement influencés par la composition du milieu (la
source de carbone, source d’azote et les sels inorganiques).D’autres facteurs
environnementaux (le pH et la température) affectant également la production de
bioémulsifiants [11].Par conséquent, il est difficile de rechercher les principaux facteurs et
les optimiser pour les processus biotechnologiques du fait de 1’implication de plusieurs

parametres [12].

L’objectif principal duprésent travail est la caractérisation et I’étude des propriétés
tensioactives d’un bioémulsifiant produit par une souche marine hydrocarbonolclaste

isolée localement en utilisant des substrats solubles assimilables.
Le mémoire est structuré comme suit :

Un premier chapitre de bibliographie faisant point sur les biosurfactants/bioémulsifiants,
leur classification et les microorganismes producteurs, les parameétres influengant leur

production, leurs propriétés et les domaines dont ils ont potentiellement appliqués.

Un deuxiéme chapitre est réservé a la présentation de la méthodologie adoptée pour la

réalisation de ce travail.

Un troisieme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus ainsi que les

interprétations et les discussions par rapport aux travaux de la littérature.

Enfin, une conclusion générale mettra en valeurs ’ensemble des résultats obtenus, des

perspectives s’en ressortissent.
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