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Résumé

Dans ce travail nous avons entrepris une étude sur la production de biosurfactants par une
souche hydrocarbonoclaste Paenibacillus popilliae 1C isolée a partir d’un sol sableux
contaminé parles hydrocarbures pétroliers (région de Hassi Messaoud, sud d’Algérie).

Les résultats obtenus révélent que : (a) La souche thermophile 1C produit de biosurfactant en
utilisant le gasoil, le glycérol et I’huile de moteur usagée comme substrats, cette production
est traduite par la réduction de la tension superficielle (34, 37 et 35 mN/m respectivement).
(b) 1a tension de surface la plus faible a été enregistré lors de la croissance de la souche 1C sur
le gasoil et I’huile de moteur usagée en milieu synthétique LB et le glycérol sur milieu MSM,
(c) le biosurfactant produit en utilisant le glycérol comme substrat montre une stabilité sur une
large gamme de température [4 & 120 °C], également, il présente une bonne résistance dans
les milieux acide, basique et salins . (d) I’analyse FTIR montre que ce produit est de nature

glycolipidique.

Mots clés : biosurfactant,production, stabilité, tension de surface, souche bactérienne

Paenibacillus popilliae 1C.



Abstract

In this work we undertook a study on the production of biosurfactants by a hydrocarbonoclast
strain isolated from a sandy soil contaminated by petroleum hydrocarbons (HassiMessaoud
region, southern Algeria). The results obtained show that: (a) The thermophilic strain 1C
produces biosurfactants using gas oil, glycerol and used motor oil as substrates, this
production is translated by the reduction of the surface tension (34, 37 and 35 MN / m
respectively). (B) the lowest surface tension was recorded on growth of strain 1C on gas oil
and used engine oil in LB medium and glycerol on MSM medium, (c) the biosurfactant
produced using Glycerol as substrate exhibits stability over a wide temperature range [4 to
120 ° C], it also exhibits good resistance in acidic, basic and saline media. (D) FTIR analysis
shows that this product is glycolipid in nature.

Key words: biosurfactant, production, stability, surface tension.
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Introduction générale

Les tensioactifs sont généralement des composés organiques utilisés dans de nombreuses
industries (textiles, cuir, métallurgie, pétroliére, pétrochimie, etc.) et sont également
présents dans les formulations de produits de consommation courante tels que les
détergents, les cosmétiques, les produits agroalimentaires, les produits pharmaceutiques
[1]. En outre, ils sont utilisés dans le domaine environnemental comme la dispersion des
nappes de pétrole déversé en milieu marin, ainsi la remobilisation des sols contaminés par

les substances insolubles (hydrocarbures) [2].

En raison de leur toxicité, les tensioactifs chimiques sont de plus en plus remplacés par des
molécules issues des organismes vivants, spécialement les microorganismes, appelées
biosurfactants [48]. Ces derniers possédent les mémes propriétés tensioactives que leurs
homologues chimiques, mais ils ont I’avantage d’étre biodégradables, non toxiques et

efficaces.

Les sites contaminés par les hydrocarbures sont des biotopes prometteurs pour isoler des
microorganismes, notamment les bactéries, ayant une capacité élevée de production de
biosurfactants. A cet effet une collection des souches bactériennes, isolées a partir d’un sol
algérien contaminé par le pétrole brut et qui ont déja montré des aptitudes a dégrader le
pétrole et certains composés aromatiques, a été mise sur place afin d’investir sur le plan de
la recherche appliquée dans le domaine de la biotechnologie environnementale et
industrielle. Ces souches ont été isolées dans le cadre des travaux de recherche de 1'équipe
de biomolécules au sein du Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et de
Biomolécules (LCSNBioMol) de I’université Saad Dahlab de Blida 1.

L’objectif principal de ce travail est I’étude de la production de biosurfactant par une
souche hydrocarbonoclaste isolée localement & partir d’un sol contaminé par les
hydrocarbures de I’industrie pétroliére (Hassi Messeaoud, Algérie) en utilisant plusieurs
substrats. L’influence de la composition du milieu sur les propriétés des biosurfactants sont

fortement recherchés.

Le présent mémoire se subdivise en trois parties, La premiére partie est une approche
bibliographique ou sont exposées les données relatives aux biosurfactants (définition,

classification, propri€té€s, ...) et leurs différentes applications. La seconde partie est



réservée au principal matériel et méthodes utilisés pour concrétiser I’expérimentation. La
troisiéme partie de ce mémoire est consacrée a la présentation et la discussion des résultats

obtenus. Le manuscrit est achevé par une conclusion et des perspectives.
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CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIE

1. Les surfactants et les biosurfactants

1.1 Les surfactants chimiques

Les surfactants ou tensioactifs sont des composés amphiphiles ayant des propriétés
tensioactifs, ils ont donc comme effet de modifier la tension superficielle entre deux
surfaces. Ces molécules sont formées d’une partie hydrophobe ainsi qu’une partie
hydrophile qui leur conférent une affinité particuliére pour les interfaces air /eau ou

eau/huile [1].

A la surface d'un liquide, les tensioactifs s'organisent de telle sorte que la téte hydrophile

soit au contact de I'eau et la chaine hydrophobe orientée vers I'extérieur (figure 1).

air
eau

Figure (1) : Schématisation de T'organisation des tensioactifs [2].

L’extrémité apolaire des surfactants est normalement composé d’une chaine d’acide gras
tandis que I’extrémité polaire peut étre formé 3 partir de sucre ,de phosphate ,d’acide
carboxylique ou bien alcool [3].Donc on peut noter que toutes ces formulation que ce soit
dans les détergents, les agents moussants, les agents dispersants ainsi que dans les

émulsifiants sont généralement a base de composé chimique [4].

1.2 Classification des surfactants

La portion hydrophile de la molécule permet de distinguer quatre types chimiques des
surfactants [5] :



Surfactants anioniques : leur partie hydrophile est chargée négativement, Ils
ont une tendance hydrophile plus marquée. Ils ne sont pas compatibles avec les
tensioactifs cationiques, la plus connue est le dodécylsulfate de sodium (SDS).
Surfactants cationiques : leur partie hydrophile est chargée positivement, Le
plus souvent ce sont des sels d'ammonium quaternaires triméthylés ou des sels
de pyridinium.

Surfactants non ioniques : la molécule ne comporte aucune charge nette. Ils
sont les meilleurs détergents, grice a leur tension superficielle et la capacité de
solubilisation sont plus élevées, ils ont de trés faibles valeurs de CMC. Le
Tween 80 est 'un des plus usuels.

Surfactants zwitterioniques ou amphotéres : leur partie hydrophile comporte
une charge positive et une charge négative, la charge globale est nulle. Selon le
pH de la solution, ils peuvent agir en tant qu'espéce anionique, cationique ou

neutre, ils sont utilisés comme détergents.

Les surfactants d’origine chimique présentent un risque pour I’environnement car ils sont

généralement toxiques et non biodégradables [6]. C’est pourquoi, depuis plusieurs années,

les scientifiques se sont intéress€s aux surfactants produits par des organismes vivants,

spécialement les microorganismes, appel€s biosurfactants.
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Figure (2): Différentes classes des surfactants selon la nature de groupements

fonctionnels.

La concentration micellaire critique (CMC) est une caractéristique spécifique de chaque

surfactant et est un des paramétres pour la quantification de I’efficacité de ces derniers

dans certains type d’utilisation, plus précisément la concentration micellaire critique



minimale d’un surfactants requise pour atteindre la valeur de tension de surface, ou

interfaciale, la plus basse [7].

Surfactant
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Figure (3) : Détermination de la CMC en fonction de la tension superficielle.

De ce fait, plus la valeur CMC d’un surfactant est plus basse plus que celui i est efficace,
donc la CMC d’un surfactant 4 la concentration a laquelle I’interface air/eau en est saturée

etil y a la formation spontanée des micelles.

Puisqu’une concentration moindre est nécessaire pour abaisser la tension de surface

contrairement a un surfactant dont la CMC est plus haute [8].

Plusieurs facteurs qui peuvent venir influencer sur la CMC chez un surfactant
Premiérement, la température jouent directement sur la CMC [6]. Une étude sur I’effet du
pH sur la CMC du sel de sodium du dodécylsulfate (SDS) a démontré qu’a bas PH, la

valeur de CMC diminue tandis que qu’a haute pH elle reste constante [7].

Un autre facteur qui affecte grandement le potentiel d’un surface a abaisser la tension de
surface est la longueur de la chaine alkyle qui le compose .En effet, une augmentation du
nombre de groupe (-CH,-) entraine une augmentation de I’hydrophobicité, ce qui facilite

ainsi la formation des micelles [8].

1.3 Les biosurfactants
Les biosurfactants sont définis étant comme des molécules amphiphiles actives aux
surfaces et produite par des cellules vivantes : levures, bactéries, champignons [9], Les

biosurfactants possédent les mémes propriétés tensioactives que leurs homologues



chimiques, mais ils ont ’avantage d’étre biodégradables, non toxiques [10], Ils sont
constitués d’une partie hydrophile polaire et d’une partie hydrophobe apolaire (figure 4).
Leur structure dépend du type de microorganisme, de la nature de substrat et des

conditions de production.

Téte polaire Queue hydrophobe

Figure (4) : Schéma représentatif d’une molécule tensioactif [11].

1.4 Classification des biosurfactants

La classification des biosurfactants basées sur leur composition chimiques et types de
microbes les produisant, biosurfactant est divisée dans cinq larges groupes c'est a dire, (1)
les glycolipides, (2) les lipopeptides et lipoprotéines, (3) les acides gras, les
phospholipides, les lipides neutres, (4) les biosurfactants polymériques, et (5) les
surfactants particulaires [12-13].

Selon leur poids moléculaire, les biosurfactants sont classées en :

# Faible masse moléculaire(les glycolipides, les lipopeptides) sont plus efficaces pour
réduire la tension superficielle.

4 Haute masse moléculaire (les polysaccharides amphiphiles, les lipoprotéines) qui
sont plus efficaces a stabiliser les émulsions (huile/eau) sans réduire de tension
superficielle.

1.4.1 Les glycolipides

Ils sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une longue chaine d'acides
aliphatiques ou d'acides hydrox aliphatiques, Les meilleurs exemples de glycolipides
incluent des lipides tréhalose, des glucides comme mono-, di-, tri-et tétrasaccharides qui

inclut le glucose rhamnolipides, sophorolipides, tréhalolipides [14].



= Les rhamnolipides
Les glycolipides les mieux étudiés, dans lesquels un ou deux molécules de rhamnose sont
liées & une ou deux molécules des B-hydroxydécanoique, alors que le groupement OH de
I'un des acides est li€ a la portion glycosidique, le groupement OH du deuxiéme acide entre

dans la formation d’un ester [15].

Certaine espece de Pseudomonas aeruginosa est caractérisée pour produire de grandes

quantités des glycolipides liée par un ou deux molécules rhamnose [16].
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Figure (5) : Structure de thamnolipide produit par Pseudomonas aeruginosa.

= Les tréhaloses lipides
11 existe plusieurs types structurels de tréhaloses lipides ont été déja rapportés, le tréhalose
disaccharide li¢ avec le carbone (C-6) et (C-6’) associ€ a la plupart des espéces des genres
Mpycobacterium, Nocardia et Corynebacterium [17]. Les acides mycoliques sont la chaine
longue, des acides gras hydroxylés aux branches. Les Tréhaloses lipides d'organismes
différents dans la taille et la structure d'acide mycolique, le nombre (numéro) d'atomes

carboniques et le degré (diplome) d'instauration [18].

Les tréhaloses lipides produits par Rhodococcuserythropoliset Arthrobactersp abaissent la

tension superficielle et interfacialle de 25 4 40 et de 1 2 5 mN/m, respectivement [19].
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Figure (6) : Structure du tréhalose lipide produit par Rhodococcus erythropolis .

= Les sophorolipides
Les sophorlipides consistent d’un dimére sophorose glucides attaché avec une longue
chaine hydroxyle. I'acide gras et sont principalement produit par des levures comme
Torulopsis bombicola, T. apicolaet Wickerhamiella domericqiae [20]. Les sophorolipides
ont la capacité pour baisser la tension superficielle d'eau de (72.8mN/m) a (40/30 N/m),

avec une concentration micellaire critique de (40 a 100 mg/1) [21].

Généralement, les sophorolipides sont produits par un mélange de macro-lactones et
d’acides. Il a été démontré que la forme de sophorolipides est nécessaire, ou préférable
pour de nombreuses applications [22]. Ces biosurfactants sont un mélange d’au moins six a

neuf différentes sophorolipides hydrophobes.
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Figure (7) : Structure de sophrolipide (glycolipides).



1.4.2 Les lipopeptides et lipoprotéines

= Surfactin
Surfactin est un lipopeptide cyclique est un du plus efficace biosurfactant connu produit

par Bacillus subtilis ATCC-21332 [23].

Il est compos€ d’une structure de sept acides aminés coupl€ a une chaine d’acide gras par
lien lactone. a cause de son activité tensio-active exceptionnelle il est nommé comme
surfactin [24], Surfactin peut baisser la tension superficielle de (72 a 27.8 mN/m) [25],
avec une concentration micelle critique de (0.017 mg/l) [26]. De telles propriétés de
surfactins les qualifient pour des applications potentielles dans la médecine (un grand

nombre de lipopeptides cycliques, y compris, les antibiotiques) ou la biotechnologie.

0

H
cH, —C— CH)g —CH—0H, ¢ G —1py— Ry

CH, 0—LEU ——LEU ——ASP- VAL

Figure (8) : Structure du surfactin produite par Bacillus subtilisATCC 21332.

= Lichenysin
11 est produit par le Bacillus licheniformis expose la structure semblable et des propriétés
physico-chimiques a celui de surfactin [27]. B. licheniformis produise aussi plusieurs
autres agents actifs superficiels qui agissent sur les propriétés thermique et chimique. Le
pH et la stabilité de sel Lichenysin un produit par le Bacilus licheniformis est caractérisé

pour contenir une longue chaine la molécule d’acide gras béta-hydroxyle [28].

Les biosurfactants produits par B. licheniformis abaisse la tension superficielle de l'eau a

27 mN/m et la tension interfaciale entre 1'eau et n-hexadecane a 0,36 mN/m.

= Jturin
Le premier composé découvert du groupe iturine et son membre le mieux connu, a été isolé
d'un Bacillus subtilis, sa structure a été élucidée .le nom générique de "iturine" pour ce
groupe de lipopeptides .le groupe iturin de composés est lipoheptapeptides cyclique qui

contient un B-amino, I'acide gras dans sa chaine de c6té. Lipopeptides appartenant a la
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famille iturin sont les agents antimycosiques puissants qui peuvent aussi étre utilisés

comme bio pesticides pour la protection des plantes [29].
1.4.3 Acides gras, phospholipides et lipides neutres

Plusieurs microorganismes telles que les bactéries, levures, champignons produits de
grandes quantités d'acides gras et de Le phosphatidyléthanolamine produit par Rhodococus
erythropolis cultivée sur n-alcanes provoque un abaissement de la tension superficielle
entre I'eau et I'hexadécane & moins de 1mN/m et une concentration micellaire critique
(CMC) de 30 mg/1 tensioactifs phospholipidiques au cours de la croissance sur n-alkanes
[30].

o
H2C O _C! R1
| i
H,C o s Ry
I 0
H,C o -U o CH, CH, N* Hj
|

Figure (9) : Structure de phosphatidylthanolamine (phospholipide).
1.4.4 Les biosurfactants polymériques

Les biosurfactants mieux étudi€s se sont les polyméres de haut poids moléculaires, qui
expose des propri€tés comme la haute viscosité : Emulsan, Liposan ,Biodespersan ,Alasan

et d’autre composés complexes polysaccharides-protéines .

= Emulsan
Acinetobacte rcalcoaceticus RAG-1 produit un bioémulsifier polymeére
extracellulaire puissant appelé emulsan qui est caractérisé comme polyanionique

hétéro polysaccharide [31].
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Figure (10) : Structure d’emulsan (biosurfactants polymériques).

1.4.5 Les biosurfactants particulaires

Les biosurfactants particulaires jouent un rdle important dans 1’absorption d’alcanes par les

cellules microbiennes. Les vésicules produites par la souche Acinetobacter sp. Ils sont

composés de protéines, de phospholipides et de lipopolysaccharide [32].

1.5 Production des biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits

microorganismes procaryotes et eucaryotes qui se développent de maniére dans un milieu

aqueuse contenant une ou plusieurs sources de carbone, généralement les hydrocarbures et

les huiles végétales.
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Tableau .1. : Différents biosurfactants avec leur source microbienne [33 ,34].

Glycolipides
Rhamnolipides
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas sp.DMS 2847
Pseudomonas flurescens
Pseudomonas sp.MUB
Tréhalose lipides Serratia rubidea
Tréhalose dicorynemycolates Rhodococcus erythropolis et
Arthrobacter sp
Nocardia sp
Rhodococcus sp
Sophorolipides Arthrobacterium sp
Corynebacterium sp
Torulopsis bombicola
Candida bombicola
Lipopeptides
Surfactin Bacillus subtilis
Pseudomonas fluorescens
Lichenysin
Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Viscosin
Phospholipides
Acinetobacter sp
Corynebacterium lepus
Acides gras et lipides naturels
Corynebacterium salvonicum SFC
Nocardia erythropolis
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Biosurfactant polymérique

Emulsan

Acinetobacter calcoaceticus RAG -1
Liposan

Candida lipolytica
Alasan

Acinetobacter radioresistens

Biosurfactants particulaires

Vesicules

Acinetobactercalcoaceticus

1.6 Paramétres influencant la production

Plusieurs parametres influencent la production du biosurfactants (type, la qualité, la
quantité ) par la nature de la source de carbone et 1’azote aussi bien que la présence de fer
,le magnésium , le manganése, le phosphore et le soufre ,et aussi les condition de culture

(température ,pH ,agitation ,etc....).

= Source de carbone
Généralement, la source de carbone est le facteur le plus important lors de la production de
biosurfactant, Elle détermine le type et la quantité du biosurfactant et elle est divisée en

trois catégories a savoir: les glucides, les hydrocarbures et les huiles végétales [35].

De nombreux travaux ont montré que le gasoil et le pétrole ont été trouvés une bonne
source de carbone [36], les substrats hydrophobiques sont initialement métabolisés par des
microorganismes pour des exigences énergiques et ensuite il utilise dans la synthése de la

molécule biosurfactant (100-165 mg/g de substrat) [36] .

= Source d’azote
La source d’azote est un des paramétres important de production des biosurfactants parce
que c’est essentiel pour la croissance microbienne comme les protéines .certaines souches

préférent les sels d’ammonium, nitrate de sodium, peptone comme source inorganique.

Un paramétre important étudié par plusieurs chercheurs est le rapport quantitatif entre le
carbone et la source d’azote (C/N) utilisé dans la production du biosurfactant. L’activité

émulsionnante est montée avec 1’augmentation de rapport (C/N) [37].
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=] pH
La production de biosurfactant est influencée par le pH du milieu et généralement les
milieux acides-basiques sont défavorables pour la production par exemple, pour la souche

candida antarcticale pH du milieu de culture doit se situer entre 4 a 8 [39].

En revanche, la production de penta et disaccharide lipidique n’est pas affectée par le pH
allant de 6,5 a 8 [40].

= Température
La plupart des productions des biosurfactants produits par des souches thermophiles
résistent a des températures élevées ; les propriétés physico-chimiques des biosurfactants
produits par Bacillus sp a des températures supérieures a 40 °C, bien que la tension de
surface, la tension interfaciale et I’efficacité¢ de I’émulsification restent stables aprés

autoclavage a 120 °C pendant 15 min [41].

= Agitation et I’aération
L’aération et I’agitation sont I’'un de deux facteurs importants qui influencent la production
des biosurfactants, 1’augmentation de vitesse d’agitation induit une augmentation des

vitesses de cisaillement avec un rendement moindre.

La présence de 1’oxygene peut affecter la production a travers son effet sur la croissance

(transport nutritif) et I’activité cellulaire (Dessai et Bannat) [42].

= Salinité
La concentration en sels influence la production de biosurfactants, cependant, des
concentrations supérieures 2 10% n’affectent pas certains biosurfactants, bien qu’il soit

observé une 1égére diminution sur les concentrations micellaires critiques [41].

1.7 Propriétés des biosurfactants

Les biosurfactants ont d’intérét croissant pour 1’utilisation commerciale a cause de leurs
propriétés moussantes.ils sont moins sensibles aux facteurs de production comme la
température, le pH et la salinité .ils sont biodégradables et non ou peu toxiques ce qui rend

leurs application environnementales trés intéressantes.
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= Réduction des tensions superficielle et interfaciale
L’efficacité d’un biosurfactant est déterminée par sa capacité¢ a réduire la tension de
surface, un bon biosurfactant peut diminuer la tension de surface (TS) de I’eau de 72 a 35
mN/met la tension interfaciale (TI) eau/hexadécane de 40 2 1 mN/m.

Le surfactin de Bacillus subtillus peut réduire la tension superficielle d’eau 25 mN/m avec

une tension interfacielle d’eau /hexadécane inférieure a (< 1mN/m) [43].

Le rhamnolipide de pseudomonas aeruginosa diminue la tension superficielle d’eau de 26

mN/m et tension interfaciale d’eau/hexadécane a (< 1mN/m) [45].

= Biodégradabilité
Contrairement aux surfactants synthétiques, les biosurfactants sont facilement dégradables
et adaptés particuliérement pour I’utilisation environnementale comme la dépollution et la

dispersion de fuites de pétroles.

= Faible toxicité
On considére généralement les biosurfactants comme des produits peu ou non-toxiques et
ils sont approprié aux industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires et encore

environnementaux.

La LC50 (concentration mortelle de 50% d’espece de test) du tensioactif anionique
synthétique (Corexit) est dix fois plus élevé que celui de thamnolipides, démontrant une

toxicité plus élevé du tensioactif chimique [44] .

= Pouvoir émulsifiant
L’émulsion est un systéme hétérogéne composé d’au moins un liquide non miscible
intimement dispersé dans un autre sous forme de gouttelettes dont le diamétre dépasse en
général 0,1 mm. La phase dispersée est aussi appelée phase interne, et la phase dispersante
peut étre appelée phase externe ou continue. Donc, il y a généralement deux types
d’émulsions : huile /eau ou eawhuile, ces systémes possédent une stabilit¢ minimale

pouvant étre accrue par des additifs tels que les agents actifs.

Les biosurfactants peuvent stabiliser (émulsifiants) ou déstabiliser de 1’émulsion
(démulsifiants), les biosurfactants de plus haute masse moléculaire est le meilleur

émulsifiant en générale que ceux a faible masse .Par exemple :
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Les sophorolipides de Torulopsis bombicola ont la capacité de réduire leur tension
superficielle et interraciale mais ils ne sont pas des bons émulsifiants, par contre liposan a
montré une mauvaise réduction de tension superficielle mais il est utilisé avec succes pour

émulsionner les huiles comestibles [45].

= Activité biologique
Plusieurs biosurfactants ont montré une activité contre les bactéries, champignons, algues
et virus. Le lipopeptide iturin de Bacillus substilisa monté une activité puissante
antifongique [46]. Le ramnolipide synthétisé par Pseudomonas aeruginosaa montré une
activité inhibitrice contre les bactéries : Escherichia coli, Micrococus luteus et
Alcaligenesfae cali (32 mg/ml), Serratia marcescens, Mycobacterium phlei (16 mg/ml) et
Staphylococcus epidermidis (8 mg/ml) et aussi une excellente propriét€¢ antifongique :
Aspergillus niger (16 mg/ml), Chaetonium globosum, Penicillium crysogenumet

Rhizoctoniasolani (18 mg/ml).
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Tableau .2. Source des microorganismes et propriétés des biosurfactants [17 ; 48].

Biosurfactant | Microorganisme | Tensio | Concentration Indice Référence
n de micellaire d’émulsification
surface | critique CMC (Ez4)
(mN/m (mg/)
)
Glycolipides
Rhamnolipide | £- aeruginosa 29 /
Pseudomonas sp 0.1-10 94 [17; 48]
25-30
Serratia marcescens / /
Tréhalolipide
Rhodoccocus 32 -36 4
erythropolis
Nacardia [17 48]
erythropolis 30
20
Mycobacterium sp 38
0.3
Sophorolipide Torulopsis 33
bombicola /
30
Torulopsis apicola [17 ;48]
Lipopeptides et
lipoprotéines 60
Viscosin B.lichenformis 27 12 -20
Surfactin Pseudomonas 26.5
fluoresencens 2732 | 150
Bacillus sp
23 -160
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1.8 Les avantages des biosurfactants
Les biosurfactants augmentent I’intérét pour I’utilisation commerciale, il existe beaucoup
des avantages des biosurfactants possédent les méme propriétés tensioactifs que leur

homologue chimique, parmi ceux-ci on peut classer [47] :

= Biodégradabilité : Contrairement au tensioactifs synthétique, les biosurfactants sont
des composés sont facilement biodégradables et ainsi particuliérement adopté pour
des applications environnemental comme la dépollution et la dispersion du pétrole.

= La diversité chimique la diversité chimique d'amphiphiles naturellement produit
offre une plus large sélection d'agent actif superficiel avec propriétés étroitement 1ié
a l'application spécifique.

= Biocompatibilit€ et digestibilité : qui permet leur application dans des produits
pharmaceutiques cosmétiques et comme des additifs alimentaires fonctionnels.

= La disponibilit¢ de matiére premiére des processus microbiens des matiéres
premiéres qui sont disponibles en grandes quantités peut produire biosurfactants.

= Economie de production acceptable du biosurfactant peut aussi produit de déchet
industriels et par des produits particuliérement intéressant pour la production de
vrac (pour I’utilisation dans la technologie pétroliére).

= Le contrdle environnemental : un biosurfactant peut étre efficacement utilisé dans
le traitement du contrdle d’émulsion industriel de biodégradation de fuites de
pétrole et la désintoxication d’effluent industriel et dans la dépollution de sol.

= Bonne stabilité¢ thermique et chimique : pH (2-10), salinité (jusqu’a 30%) et de
température (jusqu’a 100 °C).

1.9 Les domaines d’applications
Les biosurfactants sont largement utilisées dans différentes domaines d’applications

potentielles telles que :

% Biotechnologie industrielle : cosmétiques, peintures, pharmaceutique, médecine,
pétrochimie, transformation alimentaire, industrie textile, solubilisation des
produits agrochimiques, agroalimentaires, nettoyants ménagers, produits de

I’agriculture et récupération assistée de pétrole.
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% Biotechnologie environnementale : la bioremédiation des sites contaminés par les

hydrocarbures et la dispersion des nappes de pétrole [48].

Biotechnologie

Pharmaceutique Agroalimentaire

\% B \

Papeterie Médecine Textiles

\V4 A vV

l> Cosmétique Industries de

Recupération
de pétrole

nettoyage

Figure (11) : Domaine d’application des biosurfactants .

Ils ont utilisés pour la formation d’émulsion et la dispersion, agent de solubilisation, agent
moussant et comme épaississant. En outre, ils possédent des propriétés antimicrobiennes,

antitumeur et antimycoplasique.
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Tableau .3. Utilisation des biosurfactants .

Type de biosurfactant Fonction Domaine d’application Référence
Glycolipides Agent de Bioremediation, traitement
. solubilisation, Métal | des déchets et récupération
Rhamnolipides isolant agent, pétroliére, peinture et produits
Emulsifiant ahmenta,urf:s (les huiles [49,50]
) végétales).
2 Agent dépollution
Pseudomonas aeruginosa . S o
p . Pharmaceutique et fabrication
Activité antifungique des produits hygiéne.
Sophorolipides Emulsifiant et Cosmétique, peintures,
Candida dispersant fabrication des agents de
e . surfaces
Bombicola ATCC 22214 | ~ Mobilisation
pétrolicre Récupération assistée au [49;50]
Candida bombicola 5 pétrole
Détergent
Candida antartica N Pharmaceutique et textiles
ettoyeur
Torulpsis bombicola Caniseavition Produits d’hygiéne
KSM35 . s
d’humidité
Agent de pénétration
Tréhalose lipides
Rhodococcuss sp Bioremediation Amélioration de la [49 ; 50]
Tsukamurella sp Propriétés biodisponibilité des
antimicrobiennes hydrocarbures.
Arthrobactersp. EK 1
Pharmaceutiques
Lipopeptides
Agent
Surfactin ti 1 : [49 750]
Annmgcoplasique Pharmaceutique et
iturin/fengycine Antifongique et amélioration de dégradation
. des hydrocarbures
- 73 antitumer et
Bacillus subtilis Antivirale aromatiques polycycliques.
Lipides Emulsifiant et Cosmétique, agroalimentaires [49,50]
) dispersant .
Candida sp Pharmaceutique, contrdle
antiantimicrobienne | biologique et phytopathogéne
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Origine et isolement de la souche bactérienne 1C

Le biotope utilis€, pour isoler la souche bactérienne aérobie hydrocarbonoclaste, est un sol

sableux contaminé par les hydrocarbures pétroliers de la région de Hassi-Messoud (sud

d’Algérie).La figure (12) représente le biotope utilisé pour I’isolement.

Figure (12) : Sols contaminés par le pétrole (Hassi-Messaoud) utilisé pour I’isolement de

la souche bactérienne 1C. [51]

2.2 Isolement de la souche bactérienne

Toutes les étapes de I’isolement ont été réalisées dans le cadre de travaux de thése de

doctorat de Mr. Eddouaouda (2012) (voir annexe I).

2.3 Repiquage des souches et préparation des précultures
Repiquage: Les souches bactériennes utilisées dans cette étude (cing boites) ont été
repiquées et ensemencé sur milieu solide (Gélose nutritif) en boites de Pétri. Aprés

I’incubation a 45 °C pendant 24 heures, les souches sont conservées a 4 °C.

Préculture : La préparation d’un milieu Luria-Bertani (LB) liquide 50 ml dont la
composition (g/l) est :10 g de peptone ,5 g de I’extrait de levure et 10 g de NaCl.Aprés

Iajustement du pH a 7,0 + 0,2 ; suivie par la stérilisation par autoclavage 4 120 °C pendant
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20 min.La préculturea été obtenue par incubation 4 45 "C pendant 24 h et sous agitation

(150 tr /min).

2.4 Préparation des milieux de production
On utilise trois milieux différents, le milieu LB et les milieux MSM1 et MSM2 (milieux a

base de sels minéraux).
Le milien MSM1est (g/l) : KoHPO, (0.8), KH,PO4 (0.2), CaCl, (0.05), MgCl, (0.5),

FeCl, (0.01) NaCl (5) NH4Cl (0.4 g/l).La composition du milieu MSM2 est(g/l) : NH; C1
(0,4), K2HPO, (0,3), KH,PO4 (0,3), NaCl (10), MgCl, (0,33), CaCl, (0,05) et 1 ml de la

solution d‘oligoéléments.

Aprés I’ajustement du pH a 7,0 £ 0,2, les milieux sont autoclavés & 120°C pendant 20 min.

2.5 Production de biosurfactant

Le glycérol (2%) ,huile de moteur usagé (1%) et gasoil (1%) sont utilisés comme sources

de carbone et d’énergie.

Ces expériences ont été réalisées dans des flacons de volume 180 ml contenant 100 ml de
milieu. Ce milieu liquide est inoculé a 2 % d’une préculture bactérienne. L’incubation
s’effectué a 45 "C sous agitation 150 tr /min pendant 48 h pour le milieu MSM1 et MSM2
et aprés 24 h pour LB. Le suivie de croissance par la mesure de la densité optique (DO) a

600 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

2.6 Techniques de mesure de production de biosurfactant

La diversité d’application de biosurfactant conduit & des méthodes faciles et fiables, dans

cette partie de 1’étude nous avons utilisé la souche thermophile Paenibacillus popilliae.

L’évaluation de la production a été réalisée par la mesure de la tension de surface, I’indice

d’émulsification (E24) et le test de déplacement du pétrole (DDP).

= Mesure de la tension de surface
La mesure de la tension de surface a ét€ réalisée par I’utilisation d’un tensiométre
(GIBERTINI TSD 132389, Italie), qui détermine la tension de surface ou interfaciale a
I’aide d’une sonde idé€ale, permettant un mouillage parfait quels que soient les liquides

étudiés. Le périmetre de mouillage de la sonde étant parfaitement défini et connu (longueur
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de la lame), nous pouvons utiliser la force mesurée pour calculer la tension de surface ou

interraciale.

Vingt (20) ml de culture ont été prélevés et centrifugés (4000 tr/mn pendant 20 min). Le
surnageant de culture est filtré & travers un papier filtre Wattman avant d’effectuer la

mesure de la tension de surface.

= Mesure de Pactivité émulsifiante
La mesure de I’activité émulsifiante a été décrit par Cooper et Goldenberg[52] afin de
vérifier la capacité de la souche 4 émulsionner des substrats hydrophobes par rapport a une

phase hydrophile (la solution de biosurfactant).

On mélange un volume de 2 ml de culture avec un 2 ml de substrat hydrophobe, puis agiter
au vortex pendant 2 min et laisser au repos pendant 24 h a température ambiante. L.’indice

d’émulsification (Ea4) est calculé comme suit [53] :

e ————
E24= (he/ht)>*>"100
he: hauteur de I'émulision
ht: hauteur totale du mcilange
IhtI
Test positifr Temoin

Sl sSurnageant de culture ou solution de biosurfactant
<> sSubstrat hydrophobe

> Phase emulsifice

Figure (13) : Schéma représentatif de test d’émulsification.

= Test de déplacement de I’huile
Le test de déplacement est décrit par Morikawa et al. [54], avec quelques modifications.
‘Un (01) ml de pétrole brut est étalé sur toute la surface d’eau distillé (25 ml) remplissant
une boite de Pétrie (90 mm de diamétre). Par la suite, 200 pl de sur surnageant ont été
déposés doucement au centre de la couche d’huile, entrainant la formation d’un halo claire.

Le diamétre de cercle ainsi formé est mesuré en cm.
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(A) (8)

Nappe de petrole Surnageant Déplacement d’huile

Figure (14) : Méthode de déplacement de I’huile. Couche huileuse du pétrole noir. (B) :

Effet de I’ajout d’un biosurfactant sur la couche de pétrole (formation de 1’un halo clair).

2.7 Extraction du biosurfactant

Généralement, I’extraction du biosurfactant est utilisée pour éliminer les composés
hydrophiles qui constituent le produit. Les solvants individuels ou mixtes les plus
employ€s sont : Acétate d’éthyle, chloroforme/méthanol (2/1), butanol, hexane et acide
acétique [55].

L’extraction a été effectuée aprés 24 h d’incubation lorsque la production est maximale
dans le surnageant (prouvée par la mesure de TS et DDP), pour le milieu LB et 48 h pour
les milieux MSM, le milieu de culture a été centrifugé a 4000 tr /min pendant 20 min afin

d’éliminer la biomasse.

Ce dernier est filtré et acidifi¢ 4 un pH = 2 avec la solution d’HCI (3 N).Ensuite, il est

laissé au repos une nuit a 4 C.

L’extraction a été réalisée en utilisant le solvant 1’acétate d’éthyle (v/v). La phase

organique ainsi obtenue contenant le biosurfactant, séchée par 1’évaporateur rotatif a 45 C.

2.8 Etude de la stabilité des biosurfactants

Les paramétres étudiés sont : la température, le pH et la salinité en mesurant la TS.
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= Stabilité chimique

Le pH du surnageant a été ajusté a différentes valeurs (3, 5, 7,9 et 11) en utilisant des
solutions HCI ou NaOH. Pour examiner également l'effet de la salinité, le surnageant a été
soumis a différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl) : 10, 30, 100, et150 g/I.

Les solutions sont laissées a la température ambiante pendant 24 h avant de mesurer la TS.
= Stabilité thermique

Afin d'évaluer la thermostabilité des biosurfactants, le surnageant a été incubé a différentes
températures : 4, 30, 50, 70 et120°C pendant 24h.

2.9 Caractérisation structurale du biosurfactant

Les biosurfactants GLY-LB, GLY-MSMI et GLY-MSM2 sont analysés par
spectroscopique infrarouge a transformée de Fourier (FTIR, série 8400, Shimadzu, Japon)

en balayant dans la gamme de 500 -4000 cm™ 4 une résolution de 4 cm™.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Production de biosurfactant par la souche Paenibacillus popilliae 1C
Plusieurs travaux ont montré la capacité des souches hydrocarbonoclastes & produire des
biosurfactants en utilisant différents sources de carbone.

Les travaux de Mnifer al. [56] ont montré que Halomonas sp. C2SS100 est capable de
dégrader les hydrocarbures dans des conditions extrémes de salinité. Cette dégradation est
associée a la production de biosurfactant. Ganesh et lin [57] ont signalé que Paenibacillus
sp. Est capable de dégrader le gasoil en produisant de biosurfactant. Egalement, Joo et
Kim, 2013) [58] ont prouvé que Bacillus subtilus JK-1 pouvait croitre sur le pétrole brut
avec production de biosurfactant.

La souche 1C utilisée dans la présente étude a été isolée en se basant sur sa capacité de
dégrader les hydrocarbures, cette souche est capable de dégrader efficacement les HAP
(Mesbaiah et al.) [59], et de produire de biosurfactant en utilisant les HAP et les huiles
comme source de carbone.

Les résultats obtenus par Mesbaiah et al. [60] montrent que la souche 1C produit un
biosurfactant trés efficace aprés 24h d’incubation en utilisant I’huile d’olive comme
substrat avec une réduction de la tension de surface jusqu’a 33.2 mN/m. La souche 1C,
utilisée dans cette étude, est considérée comme hydrocarbonoclaste productrice de

biosurfactant.

3.2 Effet de la composition du milieu sur la production de biosurfactant

La production de biosurfactant est influencée par la composition du milieu, trois source de
carbone ont €té utilisées : le gasoil, le glycérol et I’huile de moteur usagée.

Trois milieux ont été testés a savoir : milieu LB (milieu riche), milieu MSM1 (milieu
minimum a base des sels minéraux) et le milieu MSM2 (milieu minimum & base des sels
minéraux plus ETM), la composition de trois milieux est donnée dans la partie matériel et

méthodes.
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3.2.1 Production de biosurfactant sur le milieu LB
La croissance de la souche 1C sur les trois substrats ainsi que la production de

biosurfactant ont été suivies.
Les résultats obtenus (Figures 15-grfl7) montrent une bonne croissance de la souche 1C

sur le gasoil et le glycérol, alors qu’une faible croissance a été observée sur 1’huile de

moteur usagee.

1,4 50

E  mmts
=

E  —o—ppDP
wvy

= DO

glycerol gasoil H.moteur u

Figure (15) : production de biosurfactant par la souche 1C sur le milieu LB.

Le diamétre de déplacement de pétrole (DDP) est de 0.9, 1.2 et 1 cm pour le gasoil, le
glycérol et I’huile de moteur usagée respectivement. Une réduction de la tension de surface
a été observée dans les trois milieux, le maximum est enregistré avec le gasoil (34 mN/m)

suivi par I’huile de moteur usagée (35 mN/m).

3.2.2 Production de biosurfactant sur le milieu MSM1
La croissance la souche 1C sur les trois substrats ainsi que la production de biosurfactant

ont €té suivies.
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Figure (16) : production de biosurfactant par la souche 1C sur le milieu MSMI1.

Les résultats obtenus (Figures 15-17) montrent une croissance de la souche 1C sur les trois

substrats, le maximum de croissance a été enregistré avec ’huile de moteur usagée.

Cette croissance est moins importante en la comparant avec celle enregistrée sur le milieu
LB, le diamétre de déplacement de pétrole enregistrée est proche a celui enregistré sur le
milieu LB pour les trois substrats. La réduction de la tension de surface est moins
importante pour le gasoil et I’huile de moteur (TS= 44 et 51 mN/m pour le gasoil et 1’huile
de moteur usagée respectivement).La faible tension de surface enregistrée est lorsque le

glycérol est utilisé comme substrat (TS=37 mN/m).

3.2.3 Production de biosurfactant sur le milieu MSM?2
La croissance la souche 1C sur les trois substrats ainsi que la production de biosurfactant

ont été suivies.
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Figure (17) : production de biosurfactant par la souche 1C sur le milieu MSM2

Les résultats obtenus (Figures 15, 16,17) montrent une diminution dans la croissance de la
souche 1C sur les trois substrats en comparaison avec le milieu LB et le milieu MSMI.
Concernant la production de biosurfactant, ces résultats montrent un diamétre de
déplacement de pétrole trés important avec le gasoil (3.3 cm) et ’huile de moteur usagée
(3.2 cm) alors que celui de glycérol est de 1.85 cm. Les valeurs de la tension de surface
enregistrées sont proches et variant de 37.7 & 39.1 mN/m. la faible valeur est enregistrée

avec le glycérol comme substrat.

Les résultats obtenus montrent que la production de biosurfactant par la souche 1C est

affectée par la composition de milieu et que les ETM ont un effet positif sur la production.

Pour le gasoil et ’huile de moteur, la production de biosurfactant est importante sur le
milieu LB, alors que la production de biosurfactant en utilisant le glycérol comme substrat

est importante dans les milieux MSM.

Les biosurfactants sont synthétisés par les microorganismes (notamment les
hydrocarbonoclastes) en utilisant plusieurs sources de carbone, généralement les

hydrocarbures, les carbohydrates et les huiles végétales (Banat ez al.) [61].

29



Thavasi et al. [62] ont rapporté la production du biosurfactant par Corynebacterium.

Kutscheri en utilisant I’huile de moteur usagée comme substrat.

La souche Trichosporonasahi utilise le gasoil comme substrat pour produire un
biosurfactant selon Chandran et al. [63]. De méme, Ganesh et lin [57] ont signalé que
Paenibacillus sp.est capable de dégrader le gasoil en produisant de biosurfactant.

Pseudomonas aeruginosa produit un biosurfactant en utilisant le glycérol comme source de
carbone et le chlorure d’ammonium comme source d’azote. La production est optimale
aprés 96 h d’incubation a 45°C [64]. Nitschke et al. [65] ont rapporté que une production
de biosurfactant par Pseudomonas aeruginosa durant la croissance de la souche sur le

glycérol en milieu LB.

3.3 Etude de la stabilité des biosurfactants
L’application des biosurfactants dans plusieurs domaines dépend de leur stabilité dans
différentes conditions environnementales. La stabilité des biosurfactant a été testée sur une

large gamme de température, de pH et de salinité.
3.3.1 Stabilité vis-a-vis le pH
Les résultats sont regroupés sur les figures (18-20).

= Le gasoil comme substrat
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Figure (18) : Influence de la variation du pH sur la stabilité du biosurfactant (Gasoil).
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Les résultats obtenus montrent que le biosurfactant GAS-LB est moins stable au
changement du pH, une augmentation de la tension de surface a été enregistrée dans les
milieux acides. Bien que la TS est élevée par rapport au milieu LB. Les biosurfactants
GAS-MSM1 et GAS-MSM2 sont plus stables vis—a-vis le changement du pH.

= Le glycérol comme substrat
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(73]

0 I MSM 1
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Figure (19) : Effet de variation du pH sur la stabilité du biosurfactant (Glycérol).

Les résultats obtenus montrent que les biosurfactants produits en utilisant le glycérol sont
plus stables au changement du pH, une légére augmentation de la tension de surface a été

enregistrée a pH = 3 pour le biosurfactant GLY- MSM2.
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Figure (20) : Effet de la variation du pH sur la stabilité¢ du biosurfactant (Huile de moteur

usageée).

Les résultats obtenus montrent que le biosurfactant HMU-LB est moins stable dans les pH
acides ou une augmentation de la tension de surface a été observée. Par contre les
biosurfactants HMU-MSM1 et HMU-MSM2 sont stables au changement de pH, on
enregistre une 1égére augmentation a pH 3 et 9 pour le biosurfactant HMU-MSM?2.

Plusieurs études ont montré la stabilité des biosurfactants vis-a-vis le changement du pH, le
biosurfactant produit par la souche P. macerans TKU029 reste stable sur une large gamme
du pH (3-11) [57].

Haddad et al [64] ont trouvé qu’un pH acide (pH = 4) influe sur ’activité de biosurfactant
avec une perte de I’ordre de 8 mN/m. Khopade et al. [66] ont aussi rapporté I’instabilité de
biosurfactant produit par Nocardiopsis sp. B4 dans les milieux acides. Cette instabilité peut

étre due a la précipitation du biosurfactant en milieu acide.
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3.3.2 Stabilité thermique :
Les résultats obtenus sont regroupées sur les figures (21-23).

= Le gasoil comme substrat
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Figure (21) : Influence de la variation du la température sur la stabilité du biosurfactant de
la souche 1C (Gasoil).

Les résultats obtenus montrent que les biosurfactants GAS-LB et GAS-MSM2 sont moins
stables dans les températures élevés, alors que le biosurfactant GAS-MSMI1 est plus
sensible a la diminution de la température. La tension de surface augmente jusqu’a 54

mN/m a T=4°C.

= Le glycérol comme substrat
D’apres les résultats, on remarque une légére augmentation de la tension de surface mais
on peut dire que les biosurfactants GLY-MSM1 et GLY-MSM2 sont stables vis-a-vis le
changement de la température. Le biosurfactant GLY-LB est le plus sensible au
changement de température, la tension de surface augmente avec 1’augmentation de la

température.

33



40
E 30
=
._E_ HLB
0 20 S MSM 1
= MSM2
10
0
4 30 50 70 120
Température (°C)

Figure (22) : Effet de variation de la température sur la stabilité du biosurfactant
(Glycérol).

Les résultats obtenus montrent que les biosurfactants GLY-MSM1 et GLY-MSM2 sont
thermostables alors que le biosurfactant GLY-LB est sensible a la variation de la

température.

= I’huile de moteur usagée comme substrat
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Figure (23) : Effet de la température sur la stabilité du biosurfactant (Huile de moteur

usagée).
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Les résultats obtenus montrent que biosurfactant HMU-LB est moins actif dans les
températures supérieures a 50°C. Alors que les biosurfactants HMU-MSM1 et HMU-
MSM?2 sont sensibles a la variation de la température, la tension du surface augmente avec

I’augmentation et la diminution de la température.

Plusieurs travaux ont rapporté la stabilité¢ thermique des biosurfactants, Makkar et
Cameotra [67] ont observé que la tension de surface conserve sa stabilité aprés I’exposition
de biosurfactant produit par la souche Bacillus subtilis & une température de 100 °C. Le
biosurfactant produit par P. macerans TKU029 est stable dans un intervalle de température
(4-70 °C) [57].

3.3.3 Stabilité vis-a-vis la salinité
L’influence de la salinité sur la stabilité des biosurfactants produits par la souche 1C a été
étudice.

= Le gasoil comme substrat
Les résultats obtenus (Figure24) montrent que les biosurfactants GAS-MSM1 et GAS-
MSM?2 sont stablesa la variation de salinité, par contre le biosurfactant GAS-LB est
sensible a la variation de salinité. Le biosurfactant GAS-MSM2 est le plus efficace.

TS (m N/m)

salinité (g/1)

Figure (24) : Influence de la variation de la salinité sur la stabilité du biosurfactant
(Gasoil).
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Figure (25) : Effet de variation de la salinité sur la stabilité du biosurfactant (Glycérol).

D’apreés les résultats (Figure 25), le biosurfactant GLY-LB n’est pas stable dans les milieux
salins. Les biosurfactants GLY-MSM1 et GLY-MSM2 sont stables a la variation de la

salinité.
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Figure (26) : Effet de la salinité sur la stabilité du biosurfactant (Huile de moteur usagée).
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Les biosurfactants HMU-LB et HMU-MSMI1 sont sensibles a la variation de salinité, la
tension de surface augmente lorsque la salinité du milieu augmente. Le biosurfactant
HMU-MSM?2 est stable jusqu’a une salinité de 100 g/l, au-dela de cette valeur la tension de

surface augmente et le produit perd son efficacité.

Selon Desai et Banat [2] des concentrations en sel supérieures a 20 g/l sont suffisantes pour
inactiver les tensioactifs synthétiques. Le biosurfactant produit par Paenibacillus macerans
TKUO029 conserve sa stabilité pour des salinités < 5% [57].Le biosurfactant produit par la
méme souche en utilisant I’huile d’olive comme substrat garde son activité pour des

salinités arrivant a 200 g/1 [60].

Le biosurfactant, produit par Pseudomonas aeruginosa RS29 en utilisant le glycérol
comme source de carbone, garde son activité dans un intervalle de salinité de 20 a 100 g/
[68].

3.4 Extraction de biosurfactant
Parmi les trois substrats utilisés, le glycérol présente les résultats les plus importants
(réduction de la TS et stabilité). Les biosurfactants produits par la souche 1C en utilisant le

glycérol sur les trois milieux ont été récupérés aprés extraction par I’acétate d’éthyle. Les

résultats obtenus sont regroupés sur le tableau (4) :

Milieu ‘ MSM 1 MSM 2
Aspect Liquide  visqueux Liquide jaune — Liquide jaune

(coloration crevat) marron visqueux visqueux

Rendement 3,94¢/1 3,84 g/l 13,3g/1

On remarque que I’aspect des biosurfactants est différent (selon le milieu) et le rendement
est proche pour les milieux LB et MSMI, alors que le rendement le plus important est
enregistré pour le milieu MSM2.

Des résultats similaires ont été rapportés par Arino et al.[69],un rendement de 3.5 g/l a été
enregistré pour le biosurfactant produit par Pseudomonas sp. En utilisant le glycérol

37



comme substrat. Rahman et al. [67] ont enregistré un rendement de 1.77 g/l par la souche
Pseudomonas aeruginosa. Alors qu’un rendement plus important de 8.05 g/l par

Pseudomonas aeruginosa en utilisant le glycérol a été enregistré par Nitschke ef al. [65].

3.5 Caractérisation préliminaire des biosurfactants

La spectroscopie d‘absorption d’infrarouge permet de connaitre la nature des différents
groupements chimiques présents dans les biosurfactants produits par la souche 1C et donc
de prédire leurs structures. Les spectres d’infrarouge obtenu pour le biosurfactant produit

par le glycérol comme source d’énergie et carbone sont regroupés sur la figure 27.
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Figure (27) : Spectre FTIR du biosurfactant produit par la souche 1 C en utilisant le
Glycérol (a : milieu LB, b : milieu MSM1, ¢ : milieu MSM2).
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On remarque que la présence de ces bandes dans les trois spectres :

- Les bandes situées a 3400, 3434.75 et 3478.88 cm™ variables et fines correspondent aux

vibrations d'élongation des liaisons O-H dans les alcools.

- Les bandes situées a 2948.43 ; 2923.98 et 2924,37 cm™' sont attribuées aux vibrations

d'élongation des liaisons -C-H dans les alcanes (-CH; et —CH,-).

- Les bandes situées a 2893.07 ; 2853.38 ; 2853.80 cm™ sont attribuées aux vibrations
d’€longation des liassions (-CHa-) ou (- CH-) aliphatique.

- Les deux pics d’élongations situées a 1113.75 et 1238.97 cm-1 sont affectés aux liaisons
de C-O dans les alcools.

- Deux bandes intenses situées a 1643.86 et 1646. 14 cm™ résultent probablement des
vibrations d'élongation des liaisons C=C dans alcénes ou des liaisons C=0 dans les acides

carboxyliques (€longation forte).

- Les trois pics situés a 1410.58 et 1457.46 et 1458.06 cm™ résultent de vibrations de

déformation des liaisons C-H dans les alcanes.

- Les deux bandes 1045.95 et 1055.02 cm™ sont probablement dues aux vibrations

déformation des liaisons C-O dans les alcools secondaires C-O-C dans les éthers.

- Le pic situé a 853.98 cm™ correspond aux vibrations de déformation des liaisons C-H

dans les alcénes (C=C).

D’aprés ces observations, le biosurfactant de la souche 1C est probablement de nature
glycolipidique (combinaison entre les glucides et chaine d'acides aliphatiques ou d'acides
hydroxyaliphatiques). Cependant, d'autres types d'analyses sont nécessaires pour une
identification plus détaillée, telles que les analyses biochimique (identification des lipides,
glucides et protéines) et LC-MS (détermination de la masse moléculaire du produit et des

masses des fragments (ions) et RMN.

Des résultats similaires ont été rapportés par Saikia et al [68]et Nitschke ef al [65]ou les
biosurfactants produit par les souches Pseudomonas sp en utilisant le glycérol comme

substrat sont de nature glycolipidique.
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Conclusion

Dans le cadre de ce présent travail, nous avons essayé d’apporter notre contribution a
I’étude de la production des biosurfactants issus d’une souche hydrocarbonoclaste
rattachée a I’espeéce Paenibacillus popilliae isolée a partir d’un sol contaminé par pétrole

brut de la région de Hassi-Messaoud (sud d'Algérie).

Les résultats obtenus ont révélé que la composition du milieu influe sur la production de
biosurfactant par la souche 1C. Les trois substrats testés : le gasoil, le glycérol et 1’huile de

moteur usagée peuvent €tre utilisés par la souche 1C pour produire des biosurfactants.

La comparaison de la production de biosurfactant en différent milieux a montré que la
production est maximale en milieu MSM lorsque le glycérol est utilisé comme substrat
alors que la production est maximale en milieu LB pour le gasoil et ’huile de moteur

usagée.

L’étude de la stabilité a montré que les biosurfactants produit en utilisant le gasoil, et
I’huile de moteur usagée comme substrats perdent leurs activités dans les conditions
extrémes de la température, pH et salinité, seul le biosurfactant produit en utilisant le

glycérol qu’est stable dans ces conditions.

Le rendement de production et I’aspect de biosurfactant dépend de la composition du
milieu, I’analyse structurale a montré que le biosurfactant produit par la souche 1C en

utilisant le glycérol est un glycolipide.

A la lumiére des résultats obtenus, il est souhaitable de compléter cette étude par des

approches plus approfondies, a savoir :

= Etude d'autres caractéristiques de biosurfactant issu de la souche thermophile 1C
comme l'activité antimicrobienne et la détermination de la concentration micellaire
critique (CMO),

= Utilisation d'autres analyses et techniques (analyse biochimique et LC-MS) pour
caractériser structuralement le biosurfactant,

clallall Aleniy Cuad g3l 4 2aal)
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Annexe 1: Caractéristiques du biotope utilisé pour I'isolement des

souches

Deux bourbiers fait I’objet de la présente étude, les prélévements ont été effectués
le 13 Mars 2007 a 16h (heure locale) a 1'aide d'une spatule désinfectée par 1’éthanol & une
profondeur de 20 a 50 cm. Pour chaque échantillon, 1Kg de sol prélevé est mis dans un
sachet en plastique stérile. La température des échantillons in situ est égale a 22 °C. Les
échantillons ont été placés dans un frigorifiant (+4 °C) jusqu'a l'arrivée au laboratoire ot ils

ont €t€ ensuite conservés au réfrigérateur en attendant les analyses.

Le dosage du carbone organique total (COT) et les hydrocarbures totaux (HT) ont été
réalisés, respectivement, au sein du laboratoire de géochimie minérale et le laboratoire des

méthodes spectrales au niveau du Centre de Recherche et Développement de Boumerdes.

Tableau: Caractéristiques physico-chimiques du biotope

Echantillon N° (01 02 03
Paramétres Puits OMOZ |Puits  OMKZ | Puits
#472 #32 OMKZ#502
COT (%) 2,30 7,1 3,5
Nr( %0 ) 0,42 1,18 0,51
COT/Ny 54,7 60,1 68,6
HPT ( g/kg du sol ) 27,83 59,07 36,05
Conductivité (mS/cm) 17,32 13,06 13,95
pH 7,50 7,57 1,25

COT : Carbone Organique Total; Nr: Azote total Kjeldahl et HTP : Hydrocarbures

Pétroliers Totaux
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Annexe 2 : Isolement des souches bactériennes

Le milieu de culture liquide utilisé est a base de sels minéraux, milieu minimum
(MM), sa composition (g/I) est : NH4Cl (0,4), K;HPO;4 (0,3), KH,POy4 (0,3), NaCl (10),
MgCl; (0,33), CaCl, (0,05), extrait de levure (0,1) et 1 ml de solution d’oligoéléments
contenant (par litre): H3BO4 (0,25¢g), CuSO45H>0 (0,5g), MnSO; H,O (0,5g), NaMoO,
(0,06g), ZnSO4H,0 (0,7g). Le pH est ajusté entre 7,0 et 7,5. Ensuite, le milieu est stérilisé
a 120 °C pendant 20 min.

L’isolement est basé sur la capacité des souches a croitre sur le pétrole brut
(mesurer la densité optique & 600 nm). En effet, les tests de biodégradation ont été réalisés
dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de milieu de culture (MM), 2% (p/v) de sol
contaminé par le pétrole brut et 2% (v/v) de pétrole brut comme source de carbone et
d'énergie. L’incubation a été réalisée a 45°C sous une agitation de 150 tr/min

(Eddouaouda, 2012).

Afin d’obtenir une culture microbienne active, des repiquages successifs ont été effectués

toutes les 48 h dans un milieu neuf. La croissance bactérienne a €té suivie par :

v’ L’observation microscopique 4 1’aide d’un microscope optique a contraste de
phase (Olympus BX50).

v" La mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a été effectuée a 1’aide d’un
spectrophotométre.

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

dégradation du pétrole.
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Annexe 111

Balance analytique

Centrifugeuse
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