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Abstract

The objective of this work is to characterize two biosurfactants synthetized by a marine
bacterium strain SdK644 grown on different types of wastes: frying oil and used motor oil,
the biosurfactants were designated HF644 and HMUG644 respectively. The experimental
results show that: The use of frying oil has given interesting amounts of biosurfactant(4.93 g.I
1, while used motor oil has provided a concentration of 0.68 g.I"'. The physicochemical
characterization of biosurfactants indicates that the CMC values of biosurfactants HF644 and
HMUG644 are respectively 787 mg.l" and 1050 mg.l'l. The emulsifying activity of the two
biosurfactants against hydrophobic substrates is low as compared with chemical surfactants:
Tween 80, SDS and CTAB. The biosurfactant HF644 shows a very marked stability;
temperatures ranging from -18 to 100 °C and pH ranging from 2 to 10. However, the salinities
greater than 4% NaClaffects on it surface activity. The biosurfactant HMU644 is effective in
saline environments (stable up to 20% NaCl). Contrary, alkali and acid environments
decreases the surface properties of biosurfactants. Finally, structural characterization by FTIR
analysis reveals that the two biosurfactants have probably similar structures of glycolipids
type.

Keywords: biosurfactant, marine bacterium, waste frying oil, used motor oil, characterization,

stability.



Résumé

L’objectif de ce travail de mémoire est de caractériser deux biosurfactants synthétisés par une
souche bactérienne marine SdK644, et cultivée sur des déchets de nature différente : huile de
friture et huile moteur usagée. Les résultats obtenus montrent que : L’utilisation de I’huile de
friture a donné une quantité en biosurfactant intéressante (4,93 g.l'l), Toutefois, 1’utilisation
de I’huile de moteur usagée a conduit a un rendement de production en biosurfactant plus
faible (0,68 g.I'). La caractérisation physico-chimique de biosurfactants indique que : les
valeurs de la CMC de biosurfactants HF644 et HMU644 sont 787 mg.l"' et 1050 mg.1’
respectivement. Ainsi, L’activité émulsifiante des deux biosurfactants, contre des substrats
hydrophobes, est faible par rapport aux surfactants chimiques : Tween 80, SDS et CTAB. Le
biosurfactant HF644 montre une stabilité trés marquée ; des températures variant de -18 a 100
°C et des pH allant de 2 a 10. Toutefois, des salinités supérieures a 4 % NaCl affecte sur ses
propriétés tensioactives. Le biosurfactant HMUG644 est efficace dans les milieux salins (stable
jusqu’a 20 % de NaCl). Par contre, les milieux alcalins et acides affectent sur les propriétés de
biosurfactant. Enfin, La caractérisation structurale par I’analyse FTIR révele que les deux
biosurfactants ont probablement des structures glycolipidiques tres similaires.

Mots clés : Biosurfactant, bactéric marine, huile de friture, huile de moteur usagée,

caractérisation, stabilité.
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Tableau 1.1 Classement des surfactants chimiques selon leur groupe de charge, leur
utilisation prospective et des exemples.

Tableau 1.2  Sources microbiennes des classes majeures des biosurfactants et réduction de la
tension de surface.

Tableau 1.3 Composés chimiques éliminés par biodégradation bactérienne.

HAP Hydrocarburesaromatiquespolycycliques
CMC Concentration micellaire critique

C/N Rapport carbone/ azote

EM Eau de mer

SM spectrométrie de masse (SM)

MMB Milieu minéral de base

E24 Indiced’émulsification

TS Tension de surface

DDP Diametre du Déplacement du pétrole
LB MilieuLuria Bertani

SDS Sodium Dodecyl sulfate

CTAB Cetyltrimethyl ammonium bromide
MELg Mannosylerythritollipids

IRTF Spectroscopie infrarougea transformer de Fourier



Introduction générale

La production mondiale actuelle de surfactants chimiques se chiffre a plus de 3 millions de
tonnes par année [20]. La plupart des surfactants commercialement disponibles sont d'origine
chimique et sont des produits dérivés du pétrole. Ils présentent un risque pour l'environnement
car ils sont généralement toxiques et non biodégradables [33,19,50,49]. C'est pourquoi, depuis
plusieurs années, et grace a l'essor de la biotechnologie, les scientifiques se sont intéressés a
des surfactants produits par des organismes vivants : les tensioactifs biologiques ou

biosurfactants.

Les biosurfactants peuvent €tre aussi efficaces et plus avantageux que les surfactants
synthétiques. Ils sont hautement spécifiques, biodégradables, biocompatibles avec
I’environnement [2], moins sensibles aux biotopes de températures, pH et salinité extrémes
[58], moins toxiques et peuvent &étre synthétis€s en grandes quantités, sur des sources
d’énergie colteuses, comme les produits pétroliers [63],mais aussi sur des ressources

renouvelables.

La recherche dans le secteur des biosurfactants est ainsi augmentée ces dernieres années en
raison de son utilisation potentielle dans différents secteurs, tels que l'industrie alimentaire,
agriculture, pharmaceutique et pétroliere. Le développement de cette ligne de recherche est
d'importance primordiale, principalement en raison du souci actuel concernant la protection
de l'environnement. Ils sont non seulement utiles comme agents antibactérien, antifongiques
et antiviraux, mais ont également le potentiel pour l'usage en tant que molécules immun
modulatrices importantes, agents anti-adhésifs et méme dans les vaccins et la thérapie génique

[13].

Cependant, les colits de production de biosurfactants, encore assez élevés, freinent leur
utilisation [28]. Les substrats de croissance pour les microorganismes producteurs de
biosurfactants sont peu cofiteux, mais le faible taux de production et les procédures de
purification font que leurs cofits peuvent étre parfois supérieurs a ceux des tensioactifs

chimiques [68, 31].

Le succes de l'utilisation et la production des biosurfactants passe donc par une diminution
des colts de production. Cette diminution pourra étre atteinte en optimisant les trois facteurs
suivants : les rendements de production, les substrats utilisés dans leur production et les

processus employés pour leur extraction et leur purification. A présent, des sophorolipides et
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des Mannosylerythritol lipides (MELs) peuvent se produire a des rendements supérieurs a 100
g.I" L’utilisation des substrats renouvelables et déchets peut conduire 2 une réduction
significative de leur colit. Makkar et Cameotra (2002)[67] indiquent qu'il est possible
d'utiliser des déchets et des produits agricoles d'une part pour diminuer les cofits, mais aussi
pour diminuer les quantités de déchets a traiter de diverses entreprises (huiles moteurs

usagées...).

Dans ce contexte, deux biosurfactants synthétisé par une souche bactérienne marine sur des
substrats déchets de nature différente (huile de friture et huile de moteur usagée) ont été
étudiés. Le travail se subdivise en trois chapitres ; un premier chapitre visant un apercu sur les
surfactants et les biosurfactants, la classification des biosurfactants et les microorganismes
producteurs, les techniques utilisées pour leur récupération et purification, leurs propriétés et
les domaines de leur application. Un deuxieme chapitre réservé au détail des protocoles et
méthodes adoptées pour réalisés les différentes essais et analyses. Un troisieme chapitre
consacré a la présentation des résultats, leur interprétation et discussion. Enfin, une conclusion

générale résume les points essentiels aboutis de cette étude.
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1.1. Généralités sur les surfactant

Les surfactants (de I’acronyme anglais : Surface Active Agents) sont des agents a activité
de surface (tensioactifs), synthétisés chimiquement ou par voie biologique [1].

Ces molécules de haute énergie se répartissent a I’interface entre liquides non miscibles
réduisant ainsi l’énergie libre du systtmeet formant des microémulsions des solutions

aqueuses ou des mélanges d’hydrocarbures [2, 3].

Partie hydrophile partie hydrophobe

Figure 1.1 : Structure schématique d’un surfactant

Un surfactant est composé de deux parties (figure 1.1) :
1) Une partie qui s'accroche a l'eau : Partie hydrophile (ou encore lipophobe).
2) Une partie qui s'accroche a I’huile : Partie lipophile (ou encore hydrophobe).
Cette dualité de structure est a I’origine de leur activité de surface, de leur micellisation et de
leurs capacités de solubilisation qui rendent possible leurs applications comme étant un
agentdétergent, moussant, dispersant ou émulsifiant[4].
Le classement le plus couramment utilisé est basée sur la nature de la té€te hydrophile et ’'on y
distingue quatre grandes classes :
1) les cationiques qui posseédent une charge positive ;
2) les anioniques, agents de surface possédant un ou plusieurs groupes fonctionnels
s'ionisant en solution aqueuse pour donner des ions chargés négativement ;
3) les non ioniques, sans charge ;
4) les amphoteres (zwitterioniques) qui possedent deux groupements hydrophiles
différents : I'un anionique et 'autre cationique. Selon le pH de la solution, ils peuvent

agir en tant qu'espeéce anionique, cationique ou neutre[S].

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

son nombre de carbones ou son degré de ramification[S].
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Les surfactants chimiques, provenant des industries pétrochimiques et oléo-chimiques [6],sont
dans la plupart des structures monomériques incluant les quatre groupes de charge cités ci-
dessous (tableau 1.1) [7] et utilisées extensivement a grande échelle dans I’industrie, en

particulier dans le domaine de détergence et le nettoyage des surfaces [6].

Les biosurfactants, produits principalement par des bactéries et des champignons (y compris
des levures), existent rarement autant que composés cationique (sauf ceux qui contiennent un
groupe amine), mais souvent comme molécules anioniques ou non ioniques [8].Ils ont
I’avantage d’€tre moins ou non toxique et biodégradables. Leur probleme majeur réside dans
leur cout de production assez élevé. Le mouvement actuel vers une industrie durable qui
respecte I’environnement exige le retour a des biosurfactants pour remplacer au moins

quelques surfactants chimiques [6].

1.2. Classification des biosurfactants

Outre le classement commun des surfactants et des biosurfactants selon la nature du
groupement hydrophile, les biosurfactantssont différenciées essentiellement par leur

composition chimique et leur origine microbienne [9,10,11,3,1,2].

De point de vue structure, ils constituent d’une partie hydrophile qui peut inclure un acide
carboxylique, alcool, acide aminé ou peptide cationique ou anionique, ou un saccharide
(mono, di ou poly) attachée a une partie hydrophobe constituée de chaine d’hydrocarbures ou
d’acides gras saturée ou insaturée [12, 11,13]. 1l ressort de cette configuration, cinq classes
majeures : les glycolipides, les lipopeptides et lipoprotéines, les phospholipides et les acides
gras, les surfactants polymériques et les surfactants particulaires [11].

Les biosurfactants sont ainsi classés en deux catégories : agents de surface a faibles poids
moléculaire (glycolipides et lipopeptides) généralement appelés biosurfactants, et

bioémulsifiants qui sont des polymeres a haut poids moléculaire [12,14].
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Tableau 1.1: classement des surfactants chimiques selon

utilisation prospective et des exemples [7].

leur groupe de charge, leur

Catégorie

Utiliséedans

Exemples

Sulfates anioniques

(ROSO;"M )

Sulfonates
(RSO;” M")

Phosphates
(ROPO;” M)

Carboxylates
(RCOO™ M")

Champooing, nettoyant,
savons liquides, colorants de

cheveux, ...

Ammonium lauryl sulfate,
Sodium Dodecyl sulfate
(SDS), sodium lauryl

ether sulfate

Protecteurs de tissus,

mousses anti feux

acideperfluoro-octane-
sulfonique, linear

alkylbenzenesulfonates
(LAS), perfluoro-butane-

sulfonate

Détergence

sodium tripolyphosphate

Savons, fluoro-carboxylates
dans le téflon, isolation des
fils électriques, papiers de

cire, mousses anti feux,

Sodium stéarate, perfluoro-
octanoate (PFO), perfluoro-

nonanoate (PFOA),

Cationic (RyN* X7)

Dentifrice, cosmétiques,

inhibiteurs de corrosion,

Cetyltrimethyl ammonium

bromide (CTAB), chlorure de

antiseptiques, benzalkonium, chlorure de
cetylpyridinium
Zwitter- Augmente I’amplification de | Betaines
ioniquesouamphotériques I’ADN en PCR, purification | RN*(CH3),CH, CH,SO 3,
des protéines CHAPS
Non ioniques Champooings, cremes et | Alcoolscetyliques,
lotions Alcoolsstearliques,
alkylpolyglucosides, tween

80, triton X 100
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1.2.1. Selon leurs compositions chimiques et microorganismes producteurs

Une variété de microorganismes principalement bactéries, champignons et levures sont
capables de produire des biosurfactants de diverse composition chimique (tableau 1.1). Leur
nature et la quantité produite dépendent du type de microorganisme produisant tel ou tel
biosurfactant[12].

Les biosurfactants les plus étudiés sont les glycolipides et les lipopeptides [15].Toutefois,
c’est la classe des biosurfactantsglycolipidiques qui a visé une attention toute particuliere dans
le secteur industriel aux dernieres années [6].

1.2.1.1. Glycolipides

Les glycolipides représentent le groupe le plus important et le plus étudié parmi les

biosurfactants produits [16,17].

Les glycolipides résultent de la combinaison d’un mono, di, tri ou tétra saccharide (glucose,
mannose, galactose, rhamnose) avec une longue chaine d’acides aliphatiques ou d’acide

hydroxy-aliphatique [18].

Les rhamnolipides, les trehalolipides, les sophorolipides et les mannosylerythritol-lipides sont

les glycolipides les plus étudiés [16,17].

La figure 1.3 présente les structures de quelques glycolipides.

CHa
(CHy) ROH,C T
o] n o —CI:H
HO/on,  \O§H(CH—CH, cﬂ,o CO-GH-CHOH— (-CH,}.. CHy ,
CHy on (CHA)s
¢=0 HO COOH
1
OH 0 ROH,C
00 L, 00 R=CHCO
e O\oH
oo Hy€ —{(H3C)pn- HOHO—CH -¢0-0¢H,
R o (IcH=>. OH
CH;, m+n=27to 31
(A) (B) ©)
RHAMNOLIPID TREHALOLIPID SOPHOROLIPID

Figure 1.2 : structure chimique de quelques glycolipides [20].
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Tableau 1.2 : Sources microbiennes des classes majeures des biosurfactants et réduction de la

tension de surface [1 modifié].

Biosurfactant Microorganismes Tension de surface (mN/m)
Glycolipides
Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa 29
Pseudomonas sp. 25-30
Trehalolipides Rhodococcuserythropolis 32-36
Nocardiaerythropolis 30
Mycobacteriumsp. 38
Sophorolipides Torulopsis. Bombicola 33
Torulopsis. Apicola 30
Torulopsis. Petrophilum
Mannosylerythritollipides Pseudozymachurashimaensis™ 29,2
(MELs) Pseudozymahubeiensis™®
Lipopeptides et lipoprotéines
Peptide-lipide Bacilluslicheniformis 27
Serrawettine Serratiamarcescens 28-33
Viscosine Pseudomonasfluorescens 26,5
Surfactine Bacillus subtilis 27-32
Subtilisine Bacillus subtilis
Acides gras et phospholipides
Acidesgras Corynebacteriumlepus 30
Phospholipides Thiobacillusthiooxidans
Biosurfactants polymériques
Emulsan Acinetobactercalcoaceticus
Biodispersan Acinetobactercalcoaceticus
Mannan-lipide-protéine Candida tropicalis
Liposan Candidalipolytica
Carbohydrate-protein-lipid Pseudomonas fluorescens 27

Protein PA

Pseudomonas aeruginosa

Biosurfactants particulaire

Les vésiculesdes cellules
microbiennes

Acinetobactercalcoaceticus

Cellules entieres

Variété de bactéries
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Plusieurs microorganismes sont connus de produire des biosurfactantsGlycolipidiques,
I’espece bactérienne Pseudomonas aeruginosasynthétisent une variété de Rhamnolipides. Des
Sophorolipides sont produites par des levures appartenant au genre Candida. De méme,
diverses structures des lipides mannosylerythritol (MELSs) sont produites par des levures

basidiomycetes du genre Pseudozymaet le charbon du mais[6].
1.2.1.2. Lipopeptides et lipoprotéines

Cette classe de biosurfactants est une association de peptides li€s a différentes chaines
d’acides gras [19]. Les biosurfactants de nature lipopeptidique sont divisés en quatre
familles : les surfactines, les iturines, les fengycines et les plipastatines, les

lichenysines[18,19].

Les surfactines sont la famille la plus importante dans cette classe [20,18]. Ce sont des
lipopeptides cycliques (figure 1.4) produites par Bacillus Substilis avec une puissante activité
de surface. La surfactine synthétisée par la bactérie Bacillus Substilis ATCC 21332 réduit la
tension de surface de 72 a 27.9 mN/m a une concentration de 0,017 g/1 [20,18].
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Figure 1.3 : Structure d’une surfactine produite par Bacillus Substilis[20].

Une variété de molécules ituriniques (Mycosubtiline ; iturine A, B et C ; Bacillomycine D et
F) sont produites par Bacillus Substilis. D’autres especes bactériennes synthétisent aussi des
iturines. C’est le cas de PaenibacillusKoreensis, Bacillus amyloliquefaciens et Bacillus
pumilus. Des fengycines et plipastatines sont produits respectivement par Bacillus Substilis et
Bacillus cereus. Les Kurstakines nouvelle famille sont référée a la bactérie Bacillus

thuringiensissubsp. Kurstaki[19].
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1.2.1.3. Acides gras et phospholipides

Les phospholipides sont formés de groupement alcool et phosphore et de chaine lipidique
[21]et ils sont classés selon deux groupes : glycérophospholipides et glycophospholipides[22],
tandis que les biosurfactants d’acides gras sont composés de chaines hydrocarbonées d’acides
gras saturés entre Cj; et Cy4 et acides gras complexes qui contiennent des groupement
hydroxyles et des alkyles ramifiées [23]. La figure 1.5 présente la structure d’un

phospholipide.
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Figure 1.4 : Structure d’un phosphatidyle-éthanol-amine, un puissant biosurfactant produit

par Acinetobactersp. R, et R, sont des chaines hydrocarbonées d’acides gras [20].

Plusieurs bactéries et levures produisent des grandes quantités d’acides gras et des
phospholipides durant leur croissance sur des n-alcanes [20]. De telles surfactants exhibent
une bonne activité de surface [20,18]. Il s’est montré que la souche ArthrobacterAK-19 et la
souche P. aeruginosaaccumulent jusqu’a 40 a 80 % (m/m) de tels lipides quand elles sont

cultivées sur I’Hexadécane et 1’huile d’olive respectivement [20,18].
1.2.1.4. Biosurfactants polymériques :

Les biosurfactants polymériques sont des hétéro-polysaccharides poly-anioniques contenants
a la fois des polysaccharides et des protéines [24]. Ce sont des biopolymeres de poids
moléculaire élevé, qui présentent une viscosité élevée et une résistance a la traction et au
cisaillement [18]. Des exemples de différentes familles des biosurfactants polymériques

comprennent : Emulsan, Biodispersan, Alasan, Liposan et Manno-proteine[18].

L’Emulsan est le biopolymere le plus étudié [17]. Sa structure est illustrée dans la figure 1.6.
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Figure 1.5 : Structure d’'un Emulsan synthétisé par diverses especes d’Acinetobacter[17].

N

Une variété de microorganismes produit des polymeres a poids moléculaire élevé [16].
Acinetobactercalcoaceticus RAG 1 produit un Emulsan RAG 1, un puissant agent émulsifiant
des hydrocarbures. Biodespersan est un autre agent dispersant produit par la souche
AcinetobactercalcoaceticusA2. Alasan fait référée a la souche
AcinetobacterradioresistensKA-53, un biosurfactant anionique hétéropolysaccharide-protéine
contenant 1’alanine. Liposan est un bioémulsifiant extracellulaire synthétis€é par Candida
lipolytica. Des grandes quantités d’un Manno-protéine sont produites par I’espece fongique

Saccharomyces cerevisiae[20].
1.2.1.5. Biosurfactants particulaires

Quelques exemples de biosurfactants particulaires sont les vésicules membranaires
extracellulaires des cellules microbiennes. Ils améliorent la biodisponibilité des hydrocarbures
par formation de microémulsions [20]. L’accumulation des vésicules membranaires
extracellulaires d’un diametre de 20-50 nm et une densité spécifique de 1,158 g/cm? ont été
reportées chez les cellules de la bactérie Acinetobactersp. HO1-N. Les vésicules ainsi

purifiées sont composés de protéines, phospholipides et lipopolysaccharides[20,18].
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1.2.2. Selon leurs poids moléculaires
Les biosurfactants sont devisés en deux classes :
1.2.2.1. Composés a faible poids moléculaire

Ils comprennent les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides [25]. Ces molécules
communément appelés biosurfactants réduisent efficacement les tensions de surface et

interfaciales[17].
1.2.2.2. Polymeres a haute poids moléculaire

On trouve dans cette classe les polysaccharides amphiphiles, les protéines lipopolysaccharides
ou les lipoprotéines [17]. Ces polymeres ou bioémulsifiants sont plus efficace dans la
formation des émulsions stables huile dans 1’eau sans diminuer suffisamment la tension de

surface [17].

1.2.3. Biosurfactants, Bioémulsifiants des microorganismes marins

La diversité floristique et faunistique du milieu marin le fait I’habitat le plus riche du globe en
produits naturels. Les microorganismes marins développent des capacités métaboliques et
physiologiques uniques leurs permettant de s’adapter aux conditions extrémes des
environnements marins et de produire de nouvelles métabolites qui ne sont pas toujours
sécrétés par des microorganismes terrestres. Ces caractéristiques du milieu marin offrent des
possibilités énormes a la synthese de nouvelles molécules telles que les

biosurfactants/bioémulsifiants et d’autres produits a valeur économique.

Les microorganismes marins producteurs de biosurfactants/ bioémulsifiants reportés dans la
littérature incluent : Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, Bacillus,

Rhodococcus, Enterobacter et levures [26].

Dans la classe des glycolipides, un glucose-lipide a été produit par la bactérie Alcaligenessp.
Ce biosurfactant inhibe la croissance des micro-algues et micro-flagelles. Un tréhalose tétra
ester anionique a été produit par la souche bactérienne Arthrobactersp. EK 1. Le biosurfactant
ainsi obtenu réduit efficacement les tensions interfacgiales avec une importante activité

émulsifiante. Alcanivoraxborkumensisa été reportée a produire un puissant surfactant

composé de glucose lié avec quatre chaine d’acides 3-hydroxydécanoique. La souche
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bactérienne marine Halomonas ANT-3b quant a elle, synthétise un émulsifiant glycolipidique.

Cet agent de surface est constitué d’acides gras et des oses.

Dans la classe des biosurfactantslipopeptidiques, plusieurs types de lipopeptides cycliques
sont synthétisés par divers membres de I’espece Bacillus. Un lipopeptide synthétisé par la
souche Bacillus licheniformis BAS50 réduit la tension de surface de I’eau de 72 a 28 mN/m
associée de bonne activité antimicrobienne [27]. Ont reporté la production d’un lipopeptide
par Azotobacter chroococcum. Le biosurfactant obtenu est capable d’émulsifier une variété
d’hydrocarbures (lubrifiants, carburants et HAP). La souche Myroides SM1 synthétise un
mélange de phospholipides et d’acides gras. Ils se sont considérés comme un agent de surface

tres actif.

Une variété de microorganismes synthétise des bioémulsifiants a poids moléculaire élevé.
D’ailleurs, la souche Acinetobatercalcoaceticus RAG 1 qui produit le fameux Emulsan RAG
1 a été isolée de la mer méditerranéenne. De méme, la souche A. calcoaceticus A2 produit un
biodispersion, un bon dispersant des composés insolubles dans 1’eau. Pseudomonas nautica
synthétise un polymere extracellulaire composé de protéine, hydrate de carbone et lipide. Les
Streptomyces sont connues de produire des bioémulsifiants constitués de protéines et de
polysaccharides. Yarrowialipolytica est la levure la plus reportée dans la littérature et qui

produit des bioémulsifiants de lipides, hydrate de carbone et protéine [26].
1.3. Production des biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits par des micro-organismes se développant de
maniere aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de carbone,
comme des hydrates de carbone, des huiles ou des hydrocarbures [28,29]. Ces organismes
sont en général des levures, des champignons ou surtout des bactéries. Les plantes, les
animaux ou les humains sont également capables d'en produire [30]. La structure et les
caractéristiques d’un biosurfactant dépendent des conditions de croissance et de la source de
carbone utilisée. On obtient souvent un bon rendement avec un substrat insoluble. Le
principal rdle physiologique du tensioactif est de permettre aux micro-organismes de se
développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre 1'eau et le

substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible [31,32].
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1.4. Extraction des biosurfactants du milieu de croissance

Pour extraire le biosurfactant du milieu de croissance, il est d'abord nécessaire de séparer les
bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple).

La récupération des biotensioactifs dépend principalement de leur charge ionique, de leur
solubilité et de leur localisation (intracellulaire, extracellulaire ou lié aux cellules). Les
techniques les plus utilisées sont des extractions par solvants : chloroforme/méthanol, butanol,
acétate d'éthyle, etc. ou des techniques reposant sur la précipitation du tensioactif [11]. Ces
extractions peuvent &tre réalisées directement ou apres sédimentation des cellules

productrices.

Il est possible d'acidifier le milieu puis d'extraire le tensioactif par un mélange de solvants
(chloroforme/méthanol) comme 1'ont fait (Parraet al, 1989) [33]. Généralement,
l'acidification permet une précipitation du tensioactif. Suite a cette précipitation, une étape de

centrifugation puis de lavage est nécessaire pour récupérer et purifier le tensioactif.

1.5. Caractérisation structurelle des biosurfactants

Une fois les produits (biosurfactants) sont purifiés, il faut déterminer leur structure. Parmi les

différentes analyses qualitatives on utilise les plus fréquemment :

» La spectrométrie d'adsorption en lumiere ultra-violette et visible (UV-Vis) qui détecte

la présence de chromophore [34].

» La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine les groupements fonctionnels [35].

» La spectrométrie de masse (MS) qui donne le poids moléculaire, des indications sur la

structure et qui, a haute résolution, fournit I'analyse élémentaire de la molécule [36].

» La résonance magnétique nucléaire a haut champs (RMN de proton et de carbone 13)

indique la structure et la conformation des composés a analyser [36].
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1.6. Propriétés physico-chimiques des biotensioactifs

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

environnementales intéressantes.

1.6.1. Abaissement de la tension superficielle

La tension superficielle est définie comme étant la force existant a la surface d'un liquide di a
lI'attraction entre les molécules qui s'opposent a la rupture de la surface. La tension
superficielle s'exprime en mN/m ou en dyne/cm.

Les biosurfactants diminuent considérablement la tension superficielle de 1'eau, méme dans
les solutions tres diluées. Ceci apparait dans I’exemple : la tension superficielle de I'eau pure
est de 62,80 mN/m a 20°C et en présence d'un biosurfactant, elle peut atteindre
approximativement une valeur de 30 mN/m.

L'adsorption des biosurfactants et la diminution de la tension superficielle sont responsables

de la formation de mousse [37].
1.6.2. Abaissement de la tension interfaciale

La tension interfaciale est la force nécessaire pour rompre la surface entre deux liquides
immiscibles [38].
La tension interfaciale de 1'eau contre un alcane (n-octane) est de 50.81 mN/m a 20°C et en

présence d'un biosurfactant, elle diminue jusqu'a moins de 1 mN/m [37].

1.6.3. Concentration Micellaire Critique (CMC)
La CMC est par définition la concentration en solution d'un agent de surface au-dessus de

laquelle une partie des molécules dispersées au sein de la solution se rassemblent pour former

des micelles [39].
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Figure 1.6 : Représentationsschématiques d'une micelle de surfactant [39].

La CMC peut également étre définie comme étant la concentration pour laquelle la tension
superficielle devient minimale (environ 30 mN.m™' en solution aqueuse). Pour de nombreux
tensioactifs, la tension superficielle minimale est a peu pres identique mais la CMC varie en
fonction de leur structure. La plupart des biosurfactants ont des CMC inférieures et des
nombres d’agrégation supérieurs aux surfactants synthétiques : leur efficacité est donc

meilleure [32]. Les CMC obtenues pour les biosurfactants varient de 1 a 200 mg.l'1[41,42].

La CMC d'un surfactant varie avec sa structure, la température de la solution, la présence
d'électrolytes ou des composés organiques [43].

La variation de la taille de la région hydrophobe est un facteur important et en général, la
CMC

diminue lorsque le caractere hydrophobe du surfactant augmente [44].

Haba et al. (2003) [45] indiquent que le rapport et la composition des homologues de
surfactant, la présence de liaisons insaturées, la ramification et la longueur de la chaine alkyle

ou la taille de la téte hydrophile affectent la valeur de la CMC.
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1.6.4. Toxicité et biodégradabilité
Des tests de toxicité réalisés par Haba et al., (2003) [45] ont montré que les rhamnolipides
produits par une souche de Pseudomonas aeruginosaétaient classés comme produits non

irritants et non toxiques.

Il existe de nombreux travaux sur la toxicité des surfactants chimiques, mais peu de
recherches ont été effectuées sur les biosurfactants[47].ont comparé la toxicité de trois
surfactants chimiques et biologiques sur deux invertébrés marins (Mysidopsis Bahia et
MenidiaBeryllina). Ces auteurs concluent que les biosurfactants ont des toxicités
intermédiaires a celles des chimiques. Par exemple, 'Emulsan qui est le biosurfactant le
moins toxique de 1'étude, présente une CL50 (concentration létale) supérieure a 200 mg/l. A
titre de comparaison, le Triton X 100, d'origine chimique et largement utilisé dans 1'industrie,

a une CL50 de 2,5 a 6 mg/I.

De nombreux auteurs indiquent que les biosurfactants sont biodégradables [33,48,20,49]. Une
étude réalisée par Deschéneset al. (1996) [46] reporte que I'UG2, le biosurfactant produit par
la souche de Pseudomonas aeruginosan'atfectait pas l'activité microbienne globale, méme a
de fortes concentrations (500 pg de tensioactif/g de sol). Ces auteurs indiquent de plus que le
surfactant était biodégradable. De méme, Vipulanandan et Ren (2000) [49] ont prouvé que
la biodégradation du biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas était en
compétition avec la biodégradation du naphtaleéne. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Page et al [50] qui expliquent le phénomene par le fait que les biosurfactants sont des sous-
produits ou des constituants membranaires des micro-organismes. Il faut cependant noter que
la biodégradation des tensioactifs biologiques pose un probleme économique : en effet, pour
éviter toute perte d'efficacité de dépollution, il est nécessaire d'augmenter les taux de

tensioactifs appliqués, ce qui induit un surcoft.

1.6.5. Activité biologique

Plusieurs biosurfactants ont montré une activité contre les bactéries, champignons, algues et
virus. Le lipopeptide iturin de B. substilisa montré une activité puissante antichampignon[51].
Les rhamnolipides inhibent la croissance des especes nuisibles de bloom algale
(Heterosigmaakashivoet Protocentrumdentatum) pour des concentrations variant de 0,4 a 10
mg/1 [52]. Selon les travaux réalisés par Abaloset al. [42], le ramnolipide synthétisé par P.
aeruginosaa montré une activité inhibitrice contre les bactéries : Escherichia coli,

Micrococusluteuset Alcaligenesfaecali(32 mg/ml), Serratiamarcescens,

26



Mycobacteriumphlei(16 mg/ml) et Staphylococcus epidermidis(§ mg/ml) et aussi une
excellente propriété antifongique : Aspergillus niger(16 mg/ml),Chaetoniumglobosum,

Penicillium crysogenumet Rhizoctoniasolani(18 mg/ml).

1.7. Les différentes applications des biosurfactants
Compte tenu de leurs potentialités et de leur innocuité, les biosurfactants sont aujourd'hui
utilisés dans différents domaines d'application tels que :

» la bioremédiation des sites contaminés par les hydrocarbures, les polluants organiques

et les métaux lourds (Tableau 1.3) [53] et dans le traitement des eaux usées [54].

Tableau 1.3 : Composés chimiques éliminés par biodégradation bactérienne [2].

Composésorganiques Métauxlourds
Phénanthrene Cadmium
Styréne Plomb
Polychlorobiphényle Zinc
Pétrole Brut (Heavy, Light) Copper, et Nickel
Gaz-Oil Chromium hexavalent
Diesel Arsenic
4-Chlorophenol (4-CP) Phenanthrenemélangé au Cadmium
Perchloroethylene (PCE)

» lindustrie pétroliere, et particulierement dans I’amélioration de récupération transport
dans les pipelines et dans les opérations de nettoyage des bacs de stockage du pétrole
[55,56].

» Tagriculture, jouant le rdle d’antagonistes empéchant la propagation de ces zoospores
dans les systemes de culture sans sol (I’hydroponique) [S7].

» D’industrie alimentaire, comme additifs alimentaires, et comme améliorants dans la
boulangerie et la charcuterie[3].

» T’industrie du cosmétique [58] et dans les procédés de teinture du textile [59].
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» lindustrie pharmaceutique, comme agents thérapeutiques présentant des activités
antibactériennes, antifungiques et antivirales pour combattre les différentes maladies
infectieuses [60].

» le secteur de haute technologie comme limpression électronique, l'enregistrement
magnétique, la micro-électronique [61]. ainsi que dans les nanotechnologies, tel que la

fabrication des nanoparticules d’argent ou les tiges de NiO, etc[2].

Cependant, les biosurfactants peuvent avoir d’autres rOles aussi importants que
I’émulsification, par exemple : 1’adhésion aux surfaces solides et la formation de biofilms
(Alasan d’Acinetobacter), la régulation du niveau énergétique cellulaire (sophorose de T.
bombicola), 1’activité bactéricide (gramicidine, polymexine, surfactine), la pathogénicité de
certaines bactéries (rhamnolipides de Pseudomonas), ainsi que le piégeage des métaux lourds

[62].
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L’objectif principal entretenu dans ce mémoire est 1’extraction, caractérisation physico-
chimique et structurale de biosurfactant par des isolats bactériens isolés a partir d’un sédiment
marin portuaire situé sur le littoral de la wilaya de Tipaza. Nous décrivons dans ce chapitre le

matériel utilisé et la méthodologie suivie pour réaliser les différentes essais et analyses.

2.1. Origine de la souche bactérienne SAK644

L’isolement, la purification et la sélection de la souche SdK644 a été réalisée antérieurement
par notre co-promoteur. Le site d’isolement était un port de péche fortement contaminé par
des produits pétroliers, la matrice prélevée est le sédiment. L’isolement a permis d’obtenir une
dizaine de souches bactériennes, La souche SAK644 a été retenue pour sa capacité productrice

élevée de biosurfactant.

2.2. Production de biosurfactant

2.2.1. Conditions de production

La production de biosurfactantpar la souche SdK644a été réalisée apresune étape
d’optimisation des principaux facteurs influencant [64]. Les conditions optimales de
production se résument comme suit :

L’huile de friture représente la source de carbone, le NH4Cl est utilis€é comme source d’azote,
le rapport C/N est fixé a 50 (g huile friture/ g NH4Cl), le pH du milieu est ajusté a 5, la
salinité est de 23 g NaCl/l et un temps de production de 3 jours.

2.2.2. Milieu de production

Le milieu de production est un milieu minimum de base dont la composition est la suivante :
(g/l d’eau distillée) : 23 NaCl ; 0,4 NH4CI ; 0,3 KH,PO4; 0,3 K,HPO, ; 0,33 MgCl,; 0,05
CaCl,; 0,1 extrait de levure et 1 ml des éléments traces métalliques. Le milieu est distribué
a une température de 120°C pendant 20 min. Le MMB est inoculé a raison de 2 % par une
préculture d’une nuit de la souche SdK644 cultivée dans un milieu LuriaBertani (LB)

modifié.
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2.3. Extraction et purification partielle du biosurfactant

Apres trois (03) jours de culture et lorsque 1’activité de biosurfactant est maximale dans le
milieu (cela est vérifié€ par le test de déplacement de pétrole), le volume entier de la culture est
éliminé de la biomasse par centrifugation a une vitesse de 3900 tr/min pendant 30 min en
utilisant une centrifugeuse de type SIGMA 2-6E suivie par une filtration sur papier filtre
ordinaire. Le surnageant correspond au biosurfactant brut est partiellement purifié selon deux

(02) protocoles :

Dans le premier protocole, nous avons tenté de précipiter le biosurfactant par acidification a
pH 2 a I’aide d’une solution de HCI de 6 mol/l, une conservation au froid a + 4 °C pendant
une nuit et une centrifugation a une vitesse de 3900 tr/min pendant 30 min, voire deux (02)

fois [13]. Dans ces conditions, la précipitation n’a pas été lieu.

N

La deuxieme méthode consiste a extraire le biosurfactant brut par un solvant faiblement
polaire (I’acétate d’éthyle), a volumes égaux (v/v), deux fois (la phase aqueuse de la premiere
extraction est reprise dans une deuxieme extraction par le solvant). La phase organique ainsi
obtenue est déshydratée de 1’eau par 1’ajout du sulfate de sodium anhydre Na,SOs, qui
absorbe les traces d’humidité en formant un bloc solide. Le solvant d’extraction est éliminé
par la suite par évaporation a une température de 40 °C dans un systeme sous vide (Rotavap
de marque heidolph). Le produit obtenu de cette étape (un liquide visqueux ressemblant de
I’aspect du miel)est partiellement purifi€ par lyophilisation. L’opération consiste a congeler le
biosurfactant a une température d’environ - 20 °C pendant 2 jours puis le lyophiliser a une
pression de 0,0012 mbar et température de - 59 °C [65]. Le produit final obtenu est une

poudre blanche.

2.4. Caractérisation du biosurfactant

2.4.1. Concentration micellaire critique

La concentration micellaire critique (CMC) est un parametre important lors de 1’évaluation de
I’activité des biosurfactants. La CMC a été déterminée par la méthode de dilution en mesurant
la tension superficielle a chaque dilution, puis en tracant la courbe de la tension de surface en
fonction de la concentration de la solution du biosurfactant brut. La concentration du
biosurfactant, au-dela de laquelle la tension de surface ne change pas, est définie comme étant

la CMC.
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2.4.2. Pouvoir émulsifiant

Afin d’évaluer le pouvoir d’émulsifiant des deux biosurfactants de la souche SdK644
(nommés HF644 et HMUG644), ces derniers ont été testés contre sept (07) liquides
hydrophobes de différentes nature a savoir: le toluene, 1’hexane, 1’huile d’olive, I’huile
végétale, le gasoil, I’essence et le pétrole brut. Les deux (02) biosurfactants ainsi que trois
(03) autres surfactants chimiques standards (Cationique : CTAB, Anionique : SDS et Non

ionique : Tween 80) ont été utilisés a une concentration 1 g/l.

L'émulsification est estimée par l'indice d'émulsification E,4 selon le protocole développé par
Cooper and Goldenberg (1987) [66]. En effet, 4 ml de la solution de surfactant est ajoutée a
4 ml de la solution hydrophobe dans un tube a essai, le mélange est bien agité au vortex (VTX
400) a vitesse maximale pendant 2 min jusqu’a I’obtention d’une émulsion homogene, puis

laisser au repos pendant 24 h avant de prendre la mesure.

L'indice d’émulsification (Ep4) est défini comme étant le rapport entre la hauteur de
I’émulsion (H,) formée et la hauteur totale (H;) du mélange.ll est exprimé en pourcentage

comme I’indique la formule suivante :

Figure 2.1 : mesure de I’indice d’émulsification.

2.4.3. Caractérisation structurale du biosurfactant par IRTF

Le biosurfactant partiellement purifié a été analysé a 1I’aide d’un spectrophotometre infrarouge
a transformée de Fourier (IRTF) de marque Bruker-TENSOR 27. Les spectres d’absorption
infrarouge ont été mesurés dans la région située entre 400 et 4000 cm™ et enregistrés par un
logiciel OPUS. Une goutte de biosurfactant est déposée au centre d’une pastille de bromure de
potassium KBr de 1 a 2 mm d’épaisseur, préalablement préparée par compression d’une
quantité d’environ 100 mg 2 une pression allant jusqu’a 7000 kg/cm?” & I’aide d’une presse

hydraulique.
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2.5. Stabilité des biosurfactants
L’étude de la stabilité des biosurfactants a €té réalisée avec des solutions a la CMC. Les
parametres affectant la stabilit¢é de biosurfactant reportées dans la littérature sont: la

température, le pH et la salinité.

En absence d’un tensiometre sur place pour une mesure immédiate de ’activité de surface,
cette derniere a été évaluée par le test de déplacement de pétrole selon le protocole cité par

Benali, 2014[64].

2.5.1. Stabilité thermique

La thermostabilit¢ des biosurfactants a été réalisée par incubation des solutions de
biosurfactants a différentes températures : 30, 50, 70, 100 °C pendant 1 h, a + 4°C et — 18 °C
pendant 24 h et par autoclavage a 121 °C pendant 20 min. L’activité tensioactive a été

mesurée apres que les solutions de biosurfactants atteignent la température ambiante.

2.5.2. Stabilité chimique
2.5.2.1. Effet du pH : I'effet du pH a été déterminé en faisant varier le pH initial de la solution

des biosurfactants de 2 a 12 en utilisant des solutions de HCI ou de NaOH de 1 mol/l.

2.5.2.2. Effet de la salinité : pour déterminer l'effet de la salinité, le chlorure de sodium

(NaCl) a été ajouté aux solutions de biosurfactants pour se situer dans la gamme de

concentration suivante : 0 - 20 - 40 - 70 - 100 - 150 et 200 g NaCl/l.
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3.1 Production, extraction et purification partielle de biosurfactant

Deux sources de carbone de différentes natures ont testé dans la synthése de biosurfactant par
la souche hydrocarbonoclaste marine SdK644. La nature de source de carbone a influence
considérable sur le type, la quantité et la qualité de biosurfactant produit par la suite [69,70].
Dans cette optique, deux sources de carbone non conventionnels ont été utilisé durant ce
travail. L huile de friture est considérée comme la meilleure source de carbone, parmi cinq
autres substrats utilisés d’apres (Benali, 2014) [64]. Elle été sollicité pour en extraire, purifier
et caractériser son biosurfactant. En parallele, nous avons tenté d’évaluer les potentialités
d’un biosurfactant synthétis€é par la méme souche avec une autre source, de nature

hydrocarbonée cette fois-ci. Il s’agit 1a, de I’huile moteur usagée.

Apres trois jours d’incubation, le milieu minimum contenant la source de carbone (huile de
friture HF ou huile moteur usagée HMU) devient blanc avec la HF comme source de carbone
(comme le lait) et marron trouble avec la HMU (figure 3.1). Ce changement visuel, témoin de
la production de biosurfactant a été confirmé avec un test de déplacement de pétrole comme

le montre la figure 3.2.

Figure 3.1 : production de biosurfactant par la souche Sdk644 dans le milieu minimum avec

(a) HF et (b) HMU comme sources de carbone.



Figure 3.2: Déplacment de pétrole suite a I’application du biosurfactant brut (a) HF644,
(b)HMU644 et (c) témoin eau distillée.

Les résultats de ce test montre que le surnageant HF644 possede une activité de surface
supérieure a celui du HMUG644. 11 a permis de chasser le pétrole jusqu’aux bords de la boite

de pétri suite a la réduction des tensions interfaciales entre celui-ci et I’eau distillée.

Apres extraction et purification partielle des deux biosurfactants HF644 et HMU644 a I’aide
de I’acétate d’éthyle, nous avons obtenu un liquide visqueux d’une couleur jaune pour le

HF644 et jaune marron pour le HMU644 (figure 3.3).

Figure 3.3 : purification partielles des biosurfactants (a) HF644, (b) HMU644.

Le rendement total d’extraction (apres la premiere et la deuxieme extraction) pour le HF644
été de 4,93 g/1. Cela donne un rendement de conversion (par rapport a 1’huile de friture ; la
source de carbone) de 0,25 g HF644/¢g HF, donc un taux de conversion de 25 %. Pour le
HMUG644 est nettement plus faible (0,68 g/1). Cela fait un rendement de conversion de 0,068
g HMU644/g HMU, donc un taux de conversion de 6,8 % seulement. Ces résultats montrent
que les huiles végétales sont plus facilement assimilables par la bactérie par rapport aux

mélanges d’hydrocarbures. Abouseoudet al., (2008) [71] ont trouvé que 1’huile d’olive est



meilleur que ’hexadécane dans 1’émulsification et la réduction de la tension de surface. Cela
est expliqué par le fait que ce type de microorganismes possede une activité lipasique qui leur

facilite I’assimilation des acides gras contenues dans les huiles végétales.

Le rendement de production obtenu avec notre souche bactérienne Sdk644 sur la HF (4,93
g/1) est tres acceptable par rapport aux rendements obtenus cités dans la littérature. En effet,
Haba et al.(2000) [72] avec un rendement moindre de 2,7 g/l en présence de I’huile de
friture. Abouseoudet al., (2008) [71] ont trouvé un rendement similaire (2 g/l) avec I’huile
d’olive comme source de carbone. Ainsi, Edouaoudaet al., (2012) [73] ont trouvé un
rendement de 2,1 g/l de biosurfactant avec 1’huile d’olive comme source inductrice de

carbone (1 % v/v) dans un milieu riche LB.

Thavasiet al., (2011) [74] ont évalué la production de biosurfactant avec une souche de
Pseudomonas aeruginosaen présence de la HMU et un cake de I’huile d’arachide. Ils ont
achevé a un rendement plus élevé avec la deuxieme source (6,45 g/l) qu’avec la HMU (4,37
g/l). Noparatet al., (2014) [75] ont pu abouti a un rendement de biosurfactant de 4,52 g/l

avec le cake de I’huile d’arachide.

Ferhat et al., (2011) [76] ont trouvé un rendement de production de 2,0 g/l pour une souche
Brevibacteriumsp. 7G et 2,5 g/l pour une souche Ochrobactrumsp. 1C en utilisant

I’hexadécane a 2 % (v/v) comme source de carbone.

Wadekaret al., (2012) [77] ont obtenu un rendement de 2,8 g/l avec 1’huile de friture a 5 %
(m/v) et une souche Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 cultivée dans un milieu minéral
de base. Zhu et al., (2007) [78] ont trouvé un rendement de 12,47 g/l d’un rhamnolipide
produit par une souche Pseudomonas aeruginosa zju.ulM. Dans les mémes conditions, le
rendement de production a augmenté a 20 g/l en utilisant un bioréacteur de 50 litres. de Lima
et al., (2009) [79] ont obtenu un rendement de 3,3 g/l avec I’huile de friture de soja a une
concentration de 22 g/l et une souche de Pseudomonas aeruginosa PACL cultivé dans un

bioréacteur de 10 litre.

de Gusmaoet al., (2010) [80] ont pu achever a un rendement de 7,0 g/l avec une souche de

levure Candida glabrata UCP1002 cultivée avec 5 % (m/v) de graisses végétales utilisées.
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3.2 Caractérisation des biosurfactants HF644 et HM U644

3.2.1 Concentration micellaire critique

Les biosurfactants sont des agents de surface, leur toute premiere propriété est leur tendance a
migrer vers I'interface, en particulier ’interface air-liquide et en conséquence d’abaisser la
tension de surface de I’eau et plus généralement la tension interfaciale entre les interfaces
huiles/eau, solide/ liquide (Ferradji, 2014) [81]. La concentration du tensioactif au-dela de
laquelle les micelles commencent a se former est connue en tant que la concentration
micellaire critique (CMC). A cette concentration, la valeur de la TS est minimale. Pour des

concentrations supérieures, la TS reste presque stable.

Les tensions de surface ont été déterminées pour différentes concentrations de biosurfactant
(de 3,15 a 6300 mg/l pour le HF644 et 4,06 a 2100 pour le HMU644). Les résultats des
courbes de la CMC pour le HF644 et le MHU644 sont présentés sur la figure 3.4 et 3.5

respectivement.il est a noter que ces graphes sont tracées a I’échelle logarithmique.

TS (mN/m)

L) %]
= Ln

| ]
Lh

1 10 100 1000 10000

Concentration HF644 (mg/l)

Figure 3.4 : Courbe donnant la CMC du biosurfactant HF644.
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Figure 3.5 : Courbe donnant la CMC du biosurfactant HMU644.

Les résultats expérimentaux montrent que la TS est inversement proportionnelle a la
concentration du biosurfactant pour des valeurs inférieures a 787 mg/l pour HF644 et
1050 mg/l pour HMU644, au-dela, la TS garde une valeur presque constante (31,6 mN.m"
1pour le biosurfactant HF644 et 34 mN.m" pour HMUG644).L’activité de surfacedu HF644 est
donc meilleure par rapport au HMUG644. Cependant, les deux valeurs obtenues sont
relativement élevée par rapport aux valeurs de la CMC des biosurfactants, généralement
comprises entre 1 et 200 mg/l (Mulligan, 2005) [8].Néanmoins, ces valeurs restent faible par
rapport a certains surfactants chimiques comme le SDS, dont la CMC est comprise entre
2307,2 et 2595,6 mg/1 (Bahrief al., 2006) [82] avec une tension de surface minimale de 35
mN/m (Bahriet al., 2006 ; Luna et al., 2008) [82,83].

La CMC du biosurfactant HF644 est proche a celle de quelques biosurfactants comme celui
synthétisé par une souche Staphylococcussp. 1E, dont la valeur est de 750 mg/1 [25]. De plus,
les deux biosurfactants produit par notre souche Sdk644 présentent des CMC inférieures a
ceux de Ferhat et al., (2011) et Gudinaet al., (2010). En effet, Ferhat et al., (2011) [76] ont
isolé deux souches productrices de biosurfactants, I’'une Ochrobactriumsp. 1C produit un
biosurfactant avec une CMC de 1500 mg/l et une TS minimale de 31 mN/m, autre
Brevibacteriumsp. 7G qui produit un biosurfactant dont la CMC est de 2000 mg/l avec une
TS correspondante de 32 mN/m. Gudinaet al., (2010) [84] ont isolé un biosurfactant

synthétisé par une bactérie Lactobacillus paracasei avec une CMC de 2500 mg/l et une TS
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minimale de 41,8 mN/m. Ces valeurs sont plus élevées par rapport a nos valeurs avec bien
une TS minimale similaire voire moins. En revanche, certains biosurfactants ont des valeurs
de CMC tres faibles, justifiant ainsi leur efficacité a des faibles concentrations.

Saimmaiet al., (2013) [85] ont pu produire un biosurfactant avec une CMC de 9 mg/I et une
TS minimale de 26,5 mN/m synthétisée par une souche de Leucobacterkomagatae 183.
Ghojavandet al., (2008) [86] ont produit un biosurfactant par une souche de Bacillus subtilis
PTCC 1696 dans un milieu minéral avec le saccharose (10 g/l) comme unique source de
carbone. La CMC de ce biosurfactant a été déterminée apres deux étapes de purification. La
premiere étape constitue une précipitation acide suivie par lyophilisation du produit, Alors
que la deuxieme étape consiste a extraire le biosurfactant issu de la premiere étape avec le
méthanol et I’évaporer par la suite. Le biosurfactant de la précipitation acide a donné une
CMC de 100 mg/l, tandis que le biosurfactant purifié une fois de plus par le méthanol, sa
CMC a diminuée jusqu’a une valeur de 10 mg/l. La purification des biosurfactants améliore

donc significativement leur CMC.

3.2.2. Pouvoir émulsifiante
Afin d’avoir une idée sur le pouvoir émulsifiant des deux biosurfactants HF644 et HM U644
vis-a-vis différents substrats, nous les avons comparés par rapport a des surfactants chimiques

pures et efficaces. Les résultats sont montrés dans la figure 3.6.
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Figure 3.6 : Pouvoir émulsifiant des surfactants sur différents substrats

Les biosurfactants produit par la souche Sdk644 possedent un bon pouvoir émulsifiant sur les
huiles végétales et le pétrole. L’indice d’émulsification des biosurfactants HF644 et HMU644
sont respectivement 73% et 43% avec I'huile d’olive et 40% et 45% pour le pétrole
respectivement.

En outre, I’essence constitue un bon substrat pour le HF644 (E24 de 48%) contrairement au
HMU644 (E24 de 9 %).

De plus, I’activité émulsifiante est moins importante en utilisant I’huile végétale (E24 de 19%
et 39% pour HF644 et HMU644 respectivement), le diesel (E24 de 17% avec le HF644).
L’activité émulsifiante est nulle en utilisant des composés purs (toluene et hexadécane). Ceci
nous amene a conclure que 1’émulsification des substrats hydrophobes dépend fortement de la
nature de biosurfactant.

D’autre part, il semblerait que les surfactants chimiques possedent un pouvoir émulsifiant
plus élevé par rapport aux deux biosurfactants. Les trois surfactants chimiques ont pu
émulsifier toute la batterie des substrats testés. Généralement, les biosurfactants sont connus
dans leur pour a baisser les tensions de surface plutdét que de produire des émulsions stables

(c.-a-d. un E24 de plus de 50 %).



Ferradji (2014) [81], a trouvé une émulsification importante avec le pétrole comme substrat
hydrophobe (E24 de 100 %). Cependant, cette activité était tres faible avec 1’huile d’olive
(E24 de 7,14%), I’huile de soja (E24 de 9,32%), le gasoil (E24 de 5,2%) et I’essence (E24 de
14,44%).

En revanche, le biosurfactant produit par la souche Nocardiopsissp. B4 présente un meilleur
pouvoir émulsifiant avec 1’huile d’olive. L’indice d’émulsion était de 80% (khopadeet al.,

2012) [13].

3.2.3 Caractérisation structurale du biosurfactant par IRTF

Les spectres IR des groupements fonctionnels caractéristiques des deux biosurfactants HF644
et HMU644 sont montrés dans les figures 3.7 et 3.8 respectivement.

Le traitement du spectre et 1’identification des pics caractéristiques a été facilité par I’emploi
d’un logiciel universel (version gratuite) Specamp-v.1.4 qui pointe sur toute bande
intéressante. L’interprétation de ces pics caractéristiques a été obtenue, entre autre par la
consultation de la base de données du logiciel Specamp-v.1.4 et d’une autre base numérique
fournie par le lien
directe :http://www.unice.fr/cdiec/animations/spectroscopie/infra_rouge/base_ir_freque

nces.swf [99].
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Figure 3.7: Analyse par IRTF du biosurfactant HF644.
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Figure 3.8 : Analyse par IRTF du biosurfactant HMU644.

Les analyses par IRTF ont montré des profils relativement similaires pour les deux

biosurfactants HF644 et HMU644.

D’apres les travaux antérieursnous pouvons dire qu’il y a une forte probabilité que nos
biosurfactants soient des glycolipides. En effet, la composition moléculaire des biosurfactants

évaluée par IRTF a révélé la présence des groupements fonctionnels suivants :

e La bande large de forme gaussienne (symétrique) située autour de 3430 cm’,
observée seulement dans le spectre du HMU644 est tres caractéristique des vibrations
d’élongation des O-H intermoléculaires. Elle peut se retrouvée entre 3200 et 3500 cm”
1(réfé LibSpecamp 1.4). Saikaet al., (2012) [87] I’a trouvée a 3370 cm”.Bordoloi et
Konwar(2009) [88] I’a coincée a 3443 cm’!, Alors que Ferradji (2014) [81] I'a
pointée a 2239 cm™. Toutefois, le biosurfactant HF644 est dissimulée de ce pic.
Abouseoudet al., (2008) [71] bien qu’il a identifié un biosurfactant de type
rhamnolipide.

e Les bandes trés intenses positionnées entre 3000 et 2800 cm™, pour les deux
biosurfactants sont dues aux vibrations d’élongation des liaisons de type C-CH, C-
CH; et C-CHj3[81,87,71]. Ces pics s’étales généralement dans la région entre 3000 a
2700 cm™'[71].
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e Les deux pics 2 1750 et 1714 cm™ de fortes intensités sont des pics caractéristiques
des groupements carbonyle C=0 des acides carboxyliques (1700 a 1760 cm™)
[89,99,87].

e Les bandes apparues 2 1460 et 1380 cm™'sont dues aux vibrations de déformation des
liaisons —CH2 et —CH3 respectivement [99,71].

e Les pics affichés entre 1300 et 1000 cm’! (1236, 1164, 1119, 1101 et 1035 cm'l) sont
attribués aux vibrations d’élongation des liaisons C—O affirmant la présence intense
des liaisons formées entre les atomes de carbone et les groupes hydroxyles dans les
structures chimiques de la partie glycoside [89].

e Les pics affichés 2 963 et 912 cm™' sont affectées aux vibrations (—OH dans les acides
carboxyliques [81].

e Le pic apparu 2 719 cm™ est provoqué par le balancement de la liaison —CH2 [99].

3.3 Stabilité des biosurfactants

3.3.1 Stabilité thermique

L’effet de la température sur la stabilité des biosurfactants HF644 et HMU644 est illustré sur
les figures 3.9 et 3.10.

DDP (¢m)
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Température (°C)

Figure 3.9 : Effet de la température sur la stabilité du biosurfactant HF644.
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Figure 3.10 : Effet de la température sur la stabilité du biosurfactant HMU644.

Les résultats obtenus montrent que le biosurfactant HF644 est stable dans la gamme de
température étudiée. L’autoclavage a une température de 120 °C pendant 20 min a
légerement réduit Iactivité de surface de notre produit. A une température d’environ — 18 °C,
le HF644 ne perd pas son activité. Par conséquence, la congélation du produit pour une

éventuelle purification par lyophilisation est possible.

En ce qui concerne le biosurfactant HMU644, nous remarquons qu’il est moins efficace par
rapport au HF644. Le DDP maximal affiché pour le HF644 est de 7,3 cm alors qu’il est a 1,4
cm pour le HMU644. L’activité de surface de ce dernier est presque constante entre 30 et 70
°C, mais elle chute rapidement en sortant de cette fourchette. Cependant le HMU est plus

résistant aux fortes températures plutdt que aux températures basses.

Les résultats obtenus sur la stabilité thermique de nos biosurfactants sont satisfaisants. Le
HF644 est plus stable par rapport au Bio-AB1 synthétisé€ par la souche Streptomycessp. AB1.
Ce dernier est stable a des températures entre 4 et 50 °C, mais il perd son activité a des
températures supérieures. A 100 °C le produit est instable. De méme, Eddouaouda (2012)
[25] a trouvé que le biosurfactant produit par une souche 1E est stable durant I’augmentation
de la température de 4 jusqu’a 55°C. Pour des températures plus €levées (70°C, 100°C) le

biosurfactant est instable thermiquement.

Khopadeet al., (2012) [13] ont obtenu un biosurfactant plus stable thermiquement. En effet,

ce biosurfactant, synthétisé par une Nocardiopsissp. B4 cultivée sur 1’huile d’olive est stable
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pour une gamme de température allant de 30 jusqu’a 100°C. Des résultats similaires ont été
trouvé par Saimmaiet al., (2013) [85]avec un biosurfactant produit par une souche marine

Inquilinuslimosus KB3, montrant une bonne stabilité dans toute la gamme de température

allant de 4 a 120 °C.

La bonne stabilité du biosurfactant HF644 a des températures élevées le rend tres utile dans
les applications industrielles comme agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique ou les
produits sont chauffés pour garantir leur stérilité¢ [71, 90, 13]. Ainsi, la stabilité de notre

produit a une température de 4 °C permet son conservation au froid.

3.3.2 Stabilité chimique
3.3.2.1 Effet du pH

Les résultats de I’effet du pH sur la stabilité de biosurfactant montrent que le biosurfactant
HF644 est tres stable dans les milieux acides et basiques. Le HF644 garde sa stabilité dans un
intervalle large de pH allant de 2 2 10. A pH = 12, I’activité de surface de notre produit chute
rapidement. A titre d’indication, a pH = 10 le DDP est de 5,5 cm, tandis que ce dernier

diminue rapidement a pH = 12 pour atteindre une valeur minimale de 2 cm (figure 3.11).

Pour le biosurfactant HMU644, nous voyons que le DDP le plus élevé est enregistré a pH 6.
A des pH voisins (4 et 7), le produit est encore stable (figure 3.12).Cependant, en s’éloignant
de cette fourchette, le HMUG644 perd son activité de surface et cela est plus prononcé pour

des pH alcalins.

Comme il était le cas pour la stabilité thermique, le HF644 est plus stable aux variations de

pH que le HMU644, avec une activité de surface plus élevée.
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Figure 3.11 : Effet du pH sur la stabilité du biosurfactant HF644.
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Figure 3. 12 : Effet du pH sur la stabilité du biosurfactant HMU644.

Le biosurfactant obtenu dans les travaux de Ferradji (2014) [81] a une stabilité aux
variations de pH similaire de la ndtre. Son produit ; le Bio-AB1 est stable a des pH compris

entre 22 11. A pH 12, le produit est instable. De méme,Eddouaouda (2012) [25] a trouvé



que le biosurfactant produit par la souche 1E est stable dans toute la gamme de pH allant de 2
al2.En revanche, Haddad et al., (2009) [91] ont trouvé qu'un pH acide (pH = 4) influe sur
I’activité de biosurfactant avec une perte de l'ordre de 8 mN.m-1. A un pH = 3, le
biosurfactant a completement perdu son activité (TS = 39,72 mN.m-1) en raison de la
précipitation du biosurfactant en milieu acide. Biaoet al.,(2012) [13] trouvent que le
biosurfactant produit par la souche Nocardiopsissp. B4 est stable en milieux basiques (8 a
12), mais il est moins stable en milieux acides (pH < a 7).Des résultats similaires ont été
reportés par Bezza et Chirwa (2015) [92], qui ont constaté que le lipopeptide biosurfactant
produit par Bacillus subtilis CN2 est stable dans tous I’intervalle de pH entre 5 et 13. A des
pH inférieurs a 5, la stabilit¢é du biosurfactant est considérablement réduite suite a la
précipitation du produit. La précipitation des biosurfactants a des pH acides a été ainsi
évoquée par Khopadeet al.etAbouseoudef al. La résistance du biosurfactant HF644 a des pH
acides a été constatée des le départ lors de 1’extraction de ce dernier du milieu de production.
La méthode qui utilise la précipitation acide n’a ét€ marchée avec notre produit. La stabilité
des biosurfactants est influée par les variations du pH par modification de la taille et la forme

des micelles formées (Knoblichet al., 1995) [93].

3.3.2.2 Effet de salinité

L’effet de la salinité sur 1’activité de surface des biosurfactants HF644 et HMU644 est

enregistré sur les figures 3.13 et 3.14.

La stabilit¢é du biosurfactant HF644 (a CMC) a été évaluée en présence de différentes
concentrations en NaCl. Les résultats obtenus montrent que 1’activité de surface du
biosurfactant est stable jusqu’a une salinité de 40 gl' (un DDP de 5,15 cm).Des

concentrations plus grandes en sel fait diminuer rapidement le DDP.

Concernant le biosurfactant HMU644, nous remarquons que sa stabilité n’est pas vraiment
affectée par les concentrations en NaCl. L’augmentation de la salinité de 20 jusqu’a 200 g.I"
influe peu sur la stabilité du biosurfactant (un DDP de 1,25 a 2 % contre 1,15 a 20 % de
NaCl).
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Figure 3.13 : Effet de la salinité sur la stabilité du biosurfactant HF644.

NaCl (% m/v)

Figure 3.14 : Effet de la salinité sur la stabilité du biosurfactant HMU644.

Ces résultats illustrés sur la figure 3.13 sont similaires a ceux obtenus par Ferradji (2014)

[81] qui a trouvé que le biosurfactant Bio-AB1 est stables a des salinités allant jusqu’a 30 g.I’

'. Des concentrations supérieures diminuent la tension de surface et 'E24. JUNG et

al.,(1995) [94] ont rapporté que la présence de sels perturbait les émulsions huile/eau,

affectant ainsi la tension de surface et I’indice d’émulsification. Khopadeet al.,(2012) [13]

ont montré que le biosurfactant issu de la souche Nocardiopsissp. B4 pouvait former des



émulsions stables jusqu’a 80 g.I" de NaCl. De méme, le biosurfactant produit par la souche
Streptomycessp. B3 est stable 2 60 g1 de NaCl (E24 a 80%) [95]. Par ailleurs, certains
travaux ont montré que les biosurfactants peuvent supporter des concentrations en sel allant

jusqu’a 300 g.1"" de NaC1[96,97].

Comme le montre la figure 3.13, le DDP de biosurfactant HF644 reste stable jusqu'a 20% de
NaCl. Cela indique également que les biosurfactant produits par les isolats Sdk644 restent
efficace avec la présence d'ions monovalents (Na').Selon Desai et Banat [11], des
concentrations en sel (NaCl) supérieures a 2% sont suffisantes pour inhiber les tensioactifs

chimiques.

Les biosurfactants HF644 et HMU644 n’ont pas été précipités dans des solutions de chlorure
de sodium (jusqu'a 20%). D’apres Ferhat (2012) [98], Cette tolérance aux forces ioniques
offre aux biosurfactants plus d’efficacité dans les industries pétrolieres dont la plupart

pratiquent en conditions salines tres élevées.
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Conclusion générale
Par la présente étude, nous avons examiné les propriétés de deux biosurfactants synthétisés
par une souche bactérienne marine nommée SdK644. Les deux biosurfactants ont été obtenus
a partir de deux substrats déchets de nature différente (huile de friture et huile de moteur
usagée). Le but visé de la diversification de la source de carbone est d’avoir des biosurfactants

avec des propriétés tension actives intéressantes. Les résultats obtenus ont montré que :

En présence d’HF, la production de biosurfactant est intéressante avec un rendement de 4,93
g.I'". Toutefois, I'utilisation d’HMU a conduit 2 un rendement de production en biosurfactant
plus faible (0,68 g.I'" ). Le tauxde conversion de la source de carbone d’HF est de 25% contre

6% pour ’HUM.

Le tracé de la tension de surface en fonction la concentration des biosurfactants a montré que
la TS minimale du biosurfactant HF644 (31,6 mN.m'l) est atteinte avec une CMC de 787
mg.I"". Le HMU644 enrichie une TS de 34 mN.m™' pour une CMC plus grande (1050 mg.1™).

Les résultats de ’analyse IRTF a révélé que les deux biosurfactants ont probablement une

structure glycolipidique trés similaire.

Par ailleurs, I’essai de I’activité émulsifiante montre que les deux biosurfactants HF644 et
HMUG644 ont un faible pouvoir émulsifiant par rapport aux surfactants chimiques Tween 80,
SDS et CTAB. Parmi les six substrats hydrophobes testés (essence, diesel, pétrole, toluene,
hexane, huile végétale et huile d’olive), le HF644 et le HMU644 ont agi uniquement sur le
pétrole et I’huile d’olive (E24 de 73% et 43% avec I’huile d’olive et 40% et 45% pour le

pétrole respectivement).

Enfin, I’étude de la stabilité thermique et chimique des biosurfactants montre que le HF644
est stable a des températures de -18 a 100 °C, des pH allant de 2 a 10 et des salinités jusqu’a 4
% NaCl. Par contre, le HMU644 est instable a des températures basses, des pH s’éloignant de

la neutralité, mais il résiste aux fortes salinités (jusqu’a 20 % de NaCl).
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Au vu des résultats obtenus, un nombre de perspectives de travail s’ouvre a
I’horizon. Une étude complémentaire est nécessaire sur l’optimisation des
parametres affectant la production de biosurfactant en utilisant les deux sources
de carbone HF et HMU. Ainsi, cela est pourrait atteindre avec le choix de la
méthode d’extraction de biosurfactant donnant les meilleurs rendements.

Une caractérisation plus poussée des biosurfactants (Chromatographie sur
couche mince CCM, Analyse par Chromatographie liquide couplée a la
spectroscopie de masse CL/MS, ...) est essentielle pour déterminer leur
structure chimique.

Apres détermination des propriétés des biosurfactants, une mise en application

dans un domaine d’industrie adéquat est tres intéressante.
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