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Introduction générale

Introduction

Les biosurfactants regroupent une classe de molécules tensioactives, structuralement
variées, et communément synthétisée par les microorganismes. Les molécules de surfactant se
localisent préférenticllement a 1’interface entre deux milieux fluides ayant différents degrés de
polarité. Cette propriété rend les surfactants capables de former des émulsions entre le milieu
huileux et le milieu aqueux. Les biosurfactants offrent des applications variées aussi bien dans
le domaine environnemental que le domaine médical, les biosurfactants sont capable de
solubiliser les composés xenobiotiques (polluants issus des activités humaines), et les métaux
lourds, améliorant ainsi leur biodégradabilité et permettant ainsi leur élimination des sols
contaminés. Récemment le rdle et les multiples applications des biosurfactants
(principalement les glycolipides et les lipopeptides) ont fait I’objet d’intenses recherches dans
les domaines médical et thérapeutique. Certains glycolipides sont d’excellents agents
antibactériens, antifongiques et antiviraux et font aussi 1’objet de recherches approfondies
dans le domaine de la thérapie génique.

Les biosurfactants, de par leur faible toxicité vis-a-vis de I’environnement et de la santé
humaine, leur compatibilité, leur sélectivité, pour une classe de polluant ou une espece
pathogene et pour les milieux extrémes (variations élevées de températures, pH), possédent de
nombreux avantages par rapport aux surfactants synthétiques. Par conséquent les recherches
sur les biosurfactants se sont orientées vers la découverte de nouvelles molécules, I’étude de
leur réle naturel, et I’identification des génes régulant leur biosynthése.

Le sujet traité dans le cadre de ce travail concerne la caractérisation préliminaire de
biosurfactant(s) secrété(s) par Pseudomonas sp. et I’évaluation de deux effets (I’effet
antibactérien et I’effet stimulateur de croissance). L’effet de deux facteurs (pH et température)
sur I’activité émulsifiante du biosurfactant produit a également été évalué.

Le test de I’activité nettoyante et aussi estimer afin de savoir si le biosurfactant produit
agirait comme nettoyant des huiles de moteur qu’elles soient usées ou neufs.

Les deux premiers chapitres traitent d’une synthése bibliographique sur les
biosurfactants et les microorganismes producteurs. Le troisiéme chapitre est consacré a la
partie matériel et méthodes, suivi dans le quatrieme chapitre des résultats obtenus et leur

discussion.
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Introduction

Depuis la révolution industrielle, au siecle dernier, I’homme n’a pas cessé de proposer
de nouvelles sources d’énergie. La découverte du pétrole a donné un essor considérable a
I’industrie. Depuis, les réserves naturelles de pétrole ont été utilisées sans limite et risquent

d’étre épuisées a court et a moyen terme (SOLTANI, 2004).

Sachant que ces ressources ne sont pas renouvelables, il est indispensable de songer a
une meilleure exploitation des gisements et a une récupération maximale du pétrole, aussi
bien des puits que des centenaires. De la est née la nécessité d’utiliser des substances, « les

surfactants chimiques », qui permettent une récupération totale du pétrole.

Le marché mondial des tensioactifs s’éléve a environ 12,9 millions de tonnes par an
(liens 1) On estime que le marché global des tensioactifs devrait générer des revenus de plus
de 41 milliards de dollars américains en 2018, soit une croissance annuelle de 4,5% (liens 2).
Avec une part d’environ 37% de la consommation mondiale, 1’Asie-pacifique est le plus
grand débouché, suivi de I’Amérique du Nord et de I’Europe de 1’Ouest. La demande
mondiale pour les tensioactifs anioniques a été d’environ 6,5 millions de tonnes en 2010
(liens 3). L’ensemble des tensioactifs anioniques et non ioniques représente environ 85% de
la demande mondiale de tensioactifs. Les tensioactifs non ioniques devraient connaitre la plus
forte croissance dans les années & venir. En dépit de cette tendance pour les tensioactifs non

ioniques, les anioniques devraient rester les tensioactifs les plus utilisés.

Les plus importants acheteurs au niveau mondial incluent les fabricants de lessives et
produits d’entretien ménagers (liens 4). Leur demande de tensioactifs devrait croitre de 2,6%

par an jusqu'en 2018.

Les produits d’entretien industriel ont représenté un peu moins de 9% en 2010. Les
produits de soin corporel et les cosmétiques ont eu une part de marché de 9,5%. D’autre
applications industrielles, telles que les produits agrochimiques, les produits chimiques, les
matériaux de construction ; les denrées alimentaires, les adhésifs, les lubrifiants, le travail des
métaux, 1’exploitation miniére et les pates et papiers, ont représenté environ 11% de la
consommation mondiale. Le marché européen des tensioactifs, quant a lui, s’éléve & environ
2,5 millions de tonnes (WERTZ, 2012).
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La plupart des surfactants commercialement disponibles sont d’origine chimique et
sont des produits dérivés du pétrole. 1ls présentent un risque pour 1’environnement car ils sont
géneralement toxiques et non biodégradables (PARRA et al., 1989 ; HEALY et al., 1996 ;
PAGE et al., 1999 ; VIPULANANDAN et REN, 2000). C’est pourquoi, depuis plusicurs
années, et grace a I’essor de la biotechnologie, les scientifiques se sont intéressés a des
surfactants produits par des organismes vivants: les tensioactifs biologiques ou
biosurfactants.

Ceux-ci possédent les mémes propriétés tensioactives que leurs homologues chimiques,
mais ont I’avantage d’étre biodégradables, non toxiques et qui sont également efficaces, dans
le cas des microorganismes extrémophiles, a des températures, des pH et des salinités
extrémes (BANAT et al., 2000). Cependant, leurs codts de production demeurent encore
assez élevés et freinent leur utilisation (BOGNOLO, 1999). Les substrats de croissance pour
les microorganismes producteurs de biosurfactants sont peu colteux, mais le faible taux de
production et les procédures de purification font que leurs col(ts peuvent étre parfois
supérieurs a ceux des tensioactifs chimiques (VAN DYKE et al., 1991 ; FIECHTER, 1992).

Grace a leur performance, les biosurfactants ont donné lieu a de nombreuses
applications dans 1’industrie du pétrole pour extraire le pétrole adsorbé sur la roche du
réservoir. Cette application consiste en la récupération assistée des hydrocarbures par
I’utilisation des microorganismes, ainsi que, l’exploitation de leurs métabolites afin
d’augmenter la production du pétrole. Dans le domaine de la protection de I’environnement et
la biorémédiation, les biosurfactants (les rhamnolipides) sont utilisés dans la dépollution
marine et des sols contaminés par les hydrocarbures. En agriculture, les biosurfactants sont
utilisés, en particulier, dans les formulations d’herbicides et des pesticides. D’autres part, les
biosurfactants de structure glycolipides peuvent avoir des applications pharmaceutiques,

cosmeétiques et alimentaires.
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l. Présentation des différents biosurfactants

I.1. Deéfinition

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles constituées d’une partie hydrophile
polaire et d’une partie hydrophobe non polaire. Généralement, le groupement hydrophile
polaire est constitué d’acides aminés, peptides ou de polysaccharides (mono ou di); le
groupement hydrophobe est constitué d’acides gras saturés ou non saturés (DESAI et
BANAT, 1997) (Figure 1).

Hydrocarbon tail Polar head soluble

soluble in oil in waler

Figure 1 : Représentations des deux parties (hydrophile et hydrophobe) des molécules
amphiphiles des agents de surfaces (DANYELLE et al., 2016).

La portion hydrophile de la molécule permet de distinguer quatre types de tensioactifs
chimiques (PARRA et al., 1989 ; WEST et HARWELL, 1992 ; PORE, 1992) :
> Les cationiques qui possédent une charge positive ;
> les anioniques, agents de surface possédant un ou plusieurs groupes fonctionnels
s’ionisant en solution aqueuse pour donner des ions chargés négativement ;
> les non ioniques, sans charge ;
> les amphotéres (zwitterioniques) qui possédent deux groupements hydrophiles
différents : I’un anionique et I’autre cationique. Selon le pH de la solution, ils
peuvent agir en tant qu’espece anionique, cationique ou neutre.
La portion hydrophobe, quant a elle, influe sur la chimie du biosurfactant par son
aromaticité, son nombre de carbones ou son degré de ramification (WEST et HARWELL,
1992).
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1.2. Propriétés et Classification

Les biosurfactants sont classés suivant la nature biochimique du surfactant produit par le
microorganisme. La majorité des biosurfactants produits sont de type anionique ou non
ionique (CAMEOTRA et MAKKAR, 1998 ; BOGNOLO, 1999). Il existe peu de structures
cationiques (MULLIGAN et al., 2001) : cependant et dans certains cas, la présence de
groupements contenant des atomes d’azote confére un certain caractére cationique a la
molécule, ce qui va influencer ses propriétés d’adsorption ou de floculation par exemple.

On distingue cing grandes classes de biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides,
les phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres (HEALY et al., 1996).

Les glycolipides, sont constitués d’hydrates de carbone en combinaison avec une longue
chaine d’acides aliphatiques ou d’acides hydroxyaliphatiques. Les glycolipides les plus
étudiés sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides (RON et
ROSENBERG, 2002).

Les lipopeptides, sont composés d’un lipide attaché a une chaine polypeptidique. Les
lipides d’ornitine sont les plus connus (HEALY et al., 1996). Parmi les biosurfactants
bactériens de nature lipopeptidique, on distingue :

» La Surfactine ;

> lalichenysine ;

> les lipoamino-acides (I’ornitine)

> les antibiotiques

Les phospholipides, sont formés de groupement alcool et phosphate et de chaine
lipidique (HEALY et al., 1996). BOGNOLO (1999) indique que bien que présents dans tous

les microorganismes, il y a peu d’exemples de production extracellulaire (Tableau I).
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Tableau 1 :

MOHAMEDY, 1984).

La distribution structurale des phospholipides majeurs (ZAJIC et

Phosphatidyl glyceérol

Présent chez tous les bactéries (exception les

actinomycétales)

Biphosphatidyl glycérol

Composant majeur des bactéries gram

négatifs et aussi présent chez les Bacillaceae

Phosphatidyl inositol

Chez les Propionibacterium, les
Corynebacterium, les Arthrobacter et les

Nocardia

Phosphatidyl inositol mannosides

Chez les Corynebacterium et les
Actinomycetal, il peut étre présent aussi chez

les Propionibacterium.

Les lipopolysaccharides ou polymériques, sont constitués d’une ou plusieurs unités
saccharides et d’acides gras (HEALY et al., 1996).

Les acides gras et lipides neutres, sont les biosurfactants qui possedent la masse molaire

la plus élevée (HEALY et al., 1996) (Figure 2).

CH3(CH,)-COOH

Satures

CH3-{CHy)x =CH-{CH,)o-COOH

Insaturee

c

Hy

Cyclopropane

CH3(CHy)5CH— CH(CH,)gCOOH

CHy-CHA{CH);,-COOH
CH3

150
CH3-CH-CH-(CH3)-COOH
CH3

Anteiso

CH5(C H2]nl|:H CH,COOH
OH

B - hydroxylée

Figure 2 : Structures majoritaires des acides gras : Saturée, Insaturée, B-hydroxylée, Iso,
Anteiso et Cyclopropane (ZAJIC et MOHAMEDY, 1984).
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Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les
biosurfactants les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et les phospholipides
(DESAI et BANAT, 1997).

Tous comme leur analogues de synthése chimique (Tableau I1), ils peuvent avoir des
propriétés émulsifiantes, moussantes, mouillantes ou encore dispersantes. Certaines de ces
propriétés peuvent, de plus, étre conservées dans des conditions extrémes telles que pH
acides, température élevee, etc. (HERRY et BELLON-FONTAINE, 2001).
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Tableau Il : Quelques types de surfactants chimiques (TABKA, 2014).

Type Meécanisme Exemple Application
ANIONIQUE Liberent une charge SDS Principaleme
négative (anion) en (Dodécylsulfate de sodium) nt utilisés
solution aqueuse. NaSO4(CH2)11CH;3 dans les
sodium stéarate, potassium laurate | lessives et
sodium dodecyl sulfate, sodium produits de
sulfosuccinate nettoyage.
CATIONIQUE | Liberent une charge CTAB Principaleme
positive (cation) en (bromure nt utilisés
solution aqueuse. d’hexadécyltriméthylammonium) dans les
(CH3)3N(CH2)15CH3BF milieux
Quaternary ammonium salts industriels et
hospitaliers,
en raison de
leur propriété
désinfectante.
AMPHOTERE Suivent le pH du N dodécyl-sulfobétaine Formulation
milieu ou ils se speciales en
trouvent, ils libérent pharmaceutiq
un ion positif et un ues et en
ion négatif. cosmétique...
NON-IONIQUE La molécule ne Triton Utilisés dans
comporte aucune CgH15CH4(OC,H4)oOH I’industrie
charge nette. Polyglycol, Fatty acid esters, textile, la
Lecithin métallurgie et
en
cosmétologie
(hygiene
corporelle et
beauté) en
raison d’une
moindre
agressivité et
d’un faible
pouvoir
moussant.
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I1. Production des biosurfactants

11.1. Parametres influencant la production des biosurfactants

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

I1.1.1. Influence de la source de carbone

La source de carbone est I’'un des parameétres influengant le plus la production des
biosurfactants, soit par induction, soit par diminution de la quantité produite. La revue
bibliographique a montrée que des sources de carbone solubles dans 1’eau (glycérol, glucose,
mannitol ou éthanol) sont utilisées pour produire des rhamnolipides. Cependant, les
rendements semblent étre inferieurs a ceux obtenus sur des substrats insolubles (DESAI et
BANNAT, 1997 ; CAMEOTRA et MAKKAR, 1998), comme des n-alcanes ou de 1’huile
d’olive. En effet, les bactéries ont la capacité de croitre sur des substrats hydrophobes. Par
exemple, une souche de Pseudomonas aeruginosa 19SJ a produits des tensioactifs sur un
substrat constitué de phénanthréne ou de naphtalene (DEZIEL et al., 1996), la production

étant plus faible pour le phénanthréne que pour le naphtaléne.

11.1.2. Influence de I’azote

De nombreuses études ont montrés que la synthése de rhamnolipides se produisait
lorsqu’il y avait un exces de carbone dans le milieu ou lorsque 1’azote était en quantité
limitante. L’azote peut étre apporté sous différentes formes selon les bactéries productrices
(LANG et WULLBRANDT, 1999).

Pour avoir des rendements de production optimum, il est donc nécessaire d’avoir un
rapport C /N idéal, et surtout que I’azote soit un facteur limitant (stress) pour favoriser la
production de biosurfactant (GABET, 2004).
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11.1.3. Influence du pH

ARINO et al. (1996) et DESAI et BANAT (1997) indiquent que pour une souche de
Pseudomonas aeruginosa, le pH du milieu de culture doit se situer entre 6,0 et 6,5. A des pH
inferieurs ou supérieurs, la production de biosurfactants chute rapidement. D’autres souches
comme Norcardia corynbacteroidessont sont inaffectées par des pH variant de 6,5 a 8,0.
ISHIGAMI et al. (1987) et CHAMPION et al. (1995) ont montré que suivant le pH, les
rhamnolipides produits avaient une structure différente et s’organisaient différemment. Par
exemple, a un pH de 5,5, la structure était de forme lamellaire alors qu’a des pH supérieurs,

des vésicules étaient formées.

11.1.4. Influence de I’age de la culture

L’4ge de la culture est une variable importante pour la production en batch de
biosurfactant. L’age de la culture augmente le phénoméne d’autolyse avec la libération des
lipides et des biosurfactants intracellulaire, ainsi que des fragments de la paroi et de la capsule
possédant une activité de biosurfactant (DESAI et BANAT, 1997).

11.1.5. Influence des sels minéraux

Il semblerait qu'une concentration limitante en ions magnésium, calcium, potassium,
sodium ou éléments traces induise une augmentation de production (GUERRA SANTOS et
al., 1986).

11.1.6. Influence de I’oxygéne

La disponibilité de 1’oxygéne peut également affecter la production & travers son effet

sur I’activité cellulaire ou la croissance (GABET, 2004).

11.1.7. Influence de la vitesse d’agitation

Les milieux de culture sont agités lors de la production de tensioactifs. Pour les
bactéries, une augmentation de la vitesse d’agitation induit une augmentation des vitesses de
cisaillement et donc un rendement moindre. L’effet inverse est observé lorsque les organismes
producteurs sont des levures (DESAI et BANAT, 1997).
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11.2. Extraction des biosurfactants du milieu de croissance

Pour extraire le biotensioactif 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 biosurfactant. Ces extractions peuvent étre réalisées directement ou apres
sédimentation des cellules productrices (DESAI et BANAT, 1997).

Il est possible d’acidifier le milieu puis d’extraire le tensioactif par un mélange de
solvants (chloroforme/méthanol) comme I’ont fait PARRA et al. (1989). Généralement,
I’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. Comme il
existe aussi des techniques de récupération en continu (REILING et al., 1986).

11.3. Identification des biosurfactants
Une fois les produits (biosurfactants) sont purifiés, il faut déterminer leur structure.
Parmi les différentes analyses qualitatives on utilise le plus fréquemment :

» La spectrométrie d’adsorption en lumiére ultra-violette et visible (UV-Vis) qui
détecte la présence de chromophore (SPOECKNER et al., 1999),

» La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine les groupements fonctionnels
(PEYPOUX et al., 1999),

» 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 (DANIELS et al., 1999),

» La résonance magnétique nucléaire a haut champs (RMN de proton et de carbone
13) indique la structure et la conformation des composés a analyser (DANIELS et
al., 1999).
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I11.Propriétés physico-chimiques des biosurfactants

I11.1. Abaissement de la tension superficielle

La tension superficielle est définie comme étant la force existant a la surface d’un
liguide du a I’attraction entre les molécules qui s’opposent a la rupture de la surface
(HOLMBERG et al., 2001).

La tension superficielle s’exprime en Dyne.cm™ (= mN.m™).

Les biosurfactants diminuent considérablement la tension superficielle de 1’eau, méme
dans les solutions trés diluées. Ceci apparait dans 1’exemple : la tension superficielle de 1’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 (HOLMBERG et al., 2001).

L’adsorption des biosurfactants et la diminution de la tension superficielle sont

responsables de la formation de mousses.

I11.2. Abaissement de la tension interfaciale

La tension interfaciale est la force nécessaire pour rompre la surface entre deux liquides
immiscibles (NEINDRE, 1993).

La tension interfaciale de 1I’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 (HOLMBERG et al.,
2002).

111.3. 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 (PORE, 1992).

Les micelles se forment lorsque les portions hydrophobes, incapables de former des
liaisons hydrogéne en phase aqueuse, créant une forte augmentation de 1’énergie libre du
systeme. Une facon d’abaisser cette énergie est d’isoler la partie hydrophobe de 1’eau par
adsorption sur des matrices organiques ou de former des micelles (HAIGH, 1996).

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

portions hydrophiles restent en contact avec 1’eau (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique d’agent tensioactif et de formation d’une micelle

(DANYELLE et al., 2016).

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 biosurfactants, la tension superficielle minimale est & peu pres identique mais la
CMC varie en fonction de leur structure. La plupart des biosurfactants ont des CMC
inferieures et des nombres d’agrégation supérieurs aux surfactants synthétiques: leur
efficacité est donc meilleure (MATA-SANDOVAL et al., 2000). Les CMC obtenues pour les
biosurfactants varient de 1 & 200 mg.L™ (ZHANG et MILLER, 1992 ; ABALOS et al.,
2001) (Figure 4).

La CMC d’un biosurfactant varie avec sa structure, la température de la solution, la
présence d’électrolytes ou de composés organiques (EDWARDS et al., 1991).

Les effets des électrolytes sur la CMC sont plus prononcés pour les biosurfactants
ioniques. La variation de la taille de la région hydrophobe est un facteur important et en
général, la CMC diminue lorsque le caractére hydrophobe du surfactant augmente (HAIGH,
1996).
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Surface tension (mN/m)

Biosurfactant concentration (g/L)

Figure 4 : Schématisation des régions ou a eu lieu la formation des micelles en fonction de
laCMC (CAMPOS et al., 2013).

I11.4. Structure des biosurfactants et parametres influencant leur micellisation

Les micelles de biosurfactants s’arrangent en différentes microstructures sphériques,
globulaires et cylindriques, mais des vésicules sphériques et irrégulieres, des bicouches
tubulaires ou des structures lamellaires sont le plus souvent rencontrées (CHAMPION et al.,
1995).

Figure 5 : Représentation schématique d’une molécule de biosurfactant (BAI et al.,
1998).
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Le volume intérieur des micelles dépend de la forme des micelles et du nombre
d’agrégation (nombre de monomeres constituant la micelle). Généralement, il faut de 50 a 100
monomeres pour former une micelle (CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).

Le nombre d’agrégation augmente quand 1’air de la section transversale de la partie
hydrophile (ap) diminue (Figure 5).

L. représente la longueur de la chaine hydrophobe et V le volume occupé par celle-ci.
La forme de la micelle dépend également de la structure du biosurfactant. A 1’aide d’une
approche géomeétrique, la forme de la micelle peut étre déterminée par le rapport de 1’équation
1:

Fm=Vnx! (an*L) Equation 1

Fm: Forme de micelle.
Si ce rapport est inferieur & 1/3, la micelle est de forme sphérique (BAI et al., 1998).

La morphologie des agrégats varie avec le pH, la concentration en biosurfactant, la
température ou la force ioniqgue (CHAMPION et al., 1995).

111.5. Solubilité des biosurfactants en fonction de la température

Pour les biosurfactants ioniques, la courbe représentant la solubilité en fonction de la
température fait apparaitre un comportement irrégulier : a partir d’une certaine température
Tk, dite température de Krafft, la solubilité augmente brusquement. Sur ce méme graphe, la
courbe représentant la CMC en fonction de la température a été ajoutée (Figure 6)
(SHINODA et FONTELL, 1995).

En dessous du point de Krafft, la solubilité est faible ; elle est uniquement due aux
monomeres présents en solution. Lorsque ces derniers atteignent la saturation (a la CMC), le
biosurfactant précipite sous forme de solide hydraté. Au dessus de Tk, la solubilité croit
rapidement avec la température : ceci est lié a la formation de micelles puisque 1’activité des
micelles reste constante (SHINODA et FONTELL, 1995).

Ce sont les micelles qui font croitre la solubilité. Le biosurfactant se retrouve a la fois
sous forme de micelles et de monomeéres (GABET, 2004).

Les biosurfactants non ioniques ne presentent pas de température de Krafft, mais se

caractérisent par une tempeérature appelée point de trouble (GABET, 2004).
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Figure 6 : Solubilité d’un biosurfactant ionique en fonction de la température

(SHINODA et FONTELL, 1995).

111.6. Solubilisation des biosurfactants dans I’eau

Les agents tensioactifs, au dessus de leur concentration micellaire critique augmentent,
de fagon significative, la solubilit¢ des produits insolubles ou peu solubles dans 1’eau. Ce
phénomene est appelé "solubilisation" (MARCOU, 1989).

La solubilité des biosurfactants dans 1’eau ou dans les hydrocarbures dépend du nombre
de liaisons C-C présentes dans la partie lipophile de la molécule du biosurfactant
(MIMOUNI, 1995), c'est-a-dire :

e Si la longueur de la chaine (de la partie lipophile) est inferieure a 12 liaisons C-C, le
surfactant est soluble dans 1’eau,

e i la partie non polaire (lipophile) a plus de 16 liaisons C-C, le surfactant est non
soluble dans I’eau.

Cette propriété de solubilité devient aisée quand il y a formation de micelle, car la
molécule individuelle du biosurfactant est relativement peu soluble dans 1’eau, du fait qu’elle
renferme une partie hydrocarbonée importante insoluble dans 1’eau, par contre la micelle
réalise des conditions meilleures de solubilité puisque des parties hydrocarbonées sont

soustraites a I’eau et que sa surface est recouverte par I’ensemble hydrosoluble (MIMOUNI,

1995).
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Selon LARPENT (2000) la solubilit¢ des biosurfactants dans 1’eau ou dans les
hydrocarbures est fonction de I’importance relative de leur partie hydrophobe et hydrophile

ou plus precisément de leur "balance lipophile-hydrophile” (HLB).

111.6.1. La balance lipophile-hydrophile ou HLB
Ce systéme imaginé par GRIFFEN en 1949, consiste & attribuer a chaque agent de
surface ou tensioactif, une valeur illustrant sa balance lipophile-hydrophile. Selon MARCOU
(1992), cette HLB varie de 0 a 20 :
e Lavaleur O correspond a un produit totalement hydrophobe,
e Lavaleur 20 correspond a un produit totalement hydrophile.
La connaissance de HLB de chaque agent de surface ou tensioactif est trés importante,
car les diverses propriétés (émulsion, mouillage, etc.) correspondent a des valeurs données du
HLB (Tableau I11).
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Tableau Il : Relation entre les propriétés des agents tensioactifs et leur balance
lipophile-hydrophile (HLB) (MARCOU, 1992).
Solubilité dans I’eau Valeur du HLB Propriétés
2
Insoluble { 3
5 Emulsionnant
Se disperse progressivement { 6 Eau dans I’huile
7
Forme une dispersion laiteuse 8 Mouillant
9
10
Forme une dispersion translucide 11
12
13
N
14 détergent
15
16 Emulsionnant
Soluble 17 Huile dans I’eau
18 >
19
20
J

IVV.Sorption des biosurfactants sur les solides

Les biosurfactants utilisés lors des traitements des sols pollués voient leur efficacité
diminuer suite a deux phénomeénes principaux : la précipitation du biosurfactant ou la
sorption de ce dernier au sol. Ces deux phénomeénes aboutissent a une réduction en phase
aqueuse de la concentration active en surfactant pour mobiliser et transporter les contaminants
organiques dans les sols et parallelement a une augmentation des codts de dépollution (WEST
et HARWELL, 1992).
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IV.1. Mécanismes d’adsorption

L’adsorption résulte d’interactions "énergétiquement" favorables entre 1’adsorbat (le
sol) et le soluté. C’est un processus complexe car il peut étre influencé par tout composé
solide, solvant ou soluté présent dans le systeme. Cette adsorption peut-étre de nature
physique ou chimique, la différence entre les deux dépendant de la nature des forces mises en
jeu (KARICKHOFF et al., 1979 ; SOMASUNDARAN et KRISHNAKUMAR, 1997).

Plusieurs auteurs (ABDUL et GIBSON, 1991 ; WEST et HARWELL, 1992 ;
EDWARDS et al., 1994) travaillant avec des surfactants chimiques anioniques ont proposé
un modele selon lequel 1’adsorption des surfactants comprendrait trois étapes.

La premiere serait un recouvrement partiel de la surface des sols ou sédiments par des
monomeres. Cette étape est contr6lée par des interactions électrostatiques entre les
monomeres anioniques du surfactant et les sites de surface de charge opposée. Au fur et a
mesure de I’augmentation de la concentration en surfactant, les monomeéres s’auto-associent
sous ’effet de forces électrostatiques et hydrophobes, pour donner des hemimicelles puis des

admicelles (Figure 7).

Soluti ..
olution Hemimicelle

Admucelle

. .¢._¢.¢.4. .¢._¢.¢.4.

Sol

factant
[suracan]ﬂr

Figure 7 : Représentation schématique de 1’adsorption de biosurfactant sur un sol

(WEST et HARWELL, 1992).

Une fois que la concentration en surfactant adsorbe a la surface du sol est maximale,
tout ajout supplémentaire de surfactant restera en solution pour solubiliser les Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques (HAP).

Le type de surfactant influe sur sa sorption. SOMASUNDARAN et
KRISHNAKUMAR (1997) indiquent que I’adsorption des surfactants non ioniques différe

de celle des surfactants ioniques du fait de I’absence d’interactions €lectrostatiques.
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Les biosurfactants anioniques sont préférentiellement choisis lors des traitements de sols
pollués car ils s’adsorbent moins aux surfaces minérales, mais ils ont la particularité de
précipiter et de déstabiliser les particules fines des sols (DWARAKANATH et al., 1999).

IV.2. Paramétres influencant la sorption
e Concentration, structure et nature du tensioactif ;

e Environnement chimique de tensioactif.

V. Toxicité et biodégradabilité

Il existe de nombreux travaux sur la toxicité des surfactants chimiques, mais peu de
recherche ont été effectuées sur les biosurfactants. EDWARDS et al. (2003) ont comparé la
toxicité de trois surfactants chimiques et biologiques sur deux invertébrés marins (Mysidopis
Bahia et Menidia Beryllina). Ces auteurs ne concluent que les biotensioactifs ont des toxicités
intermédiaires a celles des chimiques.

Par exemple, I’Emulsan qui est le biosurfactant le moins toxique de 1’é¢tude, présente
une CLso (concentration létale) supérieure & 200 mg.L™. A titre de comparaison, le Triton X
100, d’origine chimique et largement utilisé dans I’industrie, a une CLso de 2,52 6 mg.L'l. Le
Tableau IV regroupe quelques valeurs de concentrations effectives, et montre qu’en général

les biosurfactants sont moins toxiques que leurs analogues chimiques.

Tableau IV: Toxicité de biotensioactifs comparée a celle de surfactants chimiques
(CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).

Surfactant Origine CEso (mg.L™)

Rhodococcus ruber AC 235 glycolipide complexe 650
Tréhalose dicorynomyecolate de R. erythropolis 49
Tréhalose tetraester de R. erythropolis Biologique 286
Rhamnolipide de Pseudomonas aeruginosa 50
Stéarate de sucrose (DK50) 67

Finasol OSR-5 7

Corexit 9597 Chimique 5

Inipol EAP 22 0,004

CEso : concentration effective a 50%, c'est-a-dire affectant 50% de la population testée.
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Des tests de toxicité (oculaires et dermiques) réalisés par HABA et al. (2003), ont
montré que les rhamnolipides produits par une souche de Pseudomonas aeruginosa étaient
classés comme produits non irritants et non toxiques.

De nombreux auteurs indiquent que les biotensioactifs sont biodégradables (PARRA et
al., 1989 ; HERMAN et al., 1995 ; BANAT et al., 2000 ; VIPULANANDAN et REN,
2000). Une étude réalisée par DESCHENES et al. (1996) rapporte que ’'UG2, biosurfactant
produit par une souche de Pseudomonas aeruginosa n’affectait pas 1’activité microbienne
globale, méme & de fortes concentrations (500 pg de tensioactif.g™ de sol).

Ces auteurs indiquent de plus que ce biosurfactant était biodégradable. De méme,
VIPULANANDAN et REN (2000) ont prouvé que la biodégradation du biosurfactant produit
par une souche de Pseudomonas était en compétition avec la biodégradation du naphtaléene.
Ces résultats sont en accord avec ceux de PAGE et al. (1999) qui expliquent le phénoméne
par le fait que les biotensioactifs sont des sous-produits ou des constituants membranaires des
microorganismes. Il faut cependant noter que la biodégradation des tensioactifs biologiques
pose un probléeme 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 surco0t.
VI1.Applications

VI.1. Remobilisation des Hydrocarbures aromatiques polycycliques par

I’utilisation des biosurfactants

Bien qu’utilisés dans de nombreux domaines, les surfactants d’origine biologique voient
une utilisation de plus en plus prometteuse dans les techniques de remédiation des sols
(GABET, 2004).

VI1.1.1. Modes d’action

La remédiation assistée par les biosurfactants présente de nombreux avantages. WEST
et HARWELL (1992) indiquent que les tensioactifs cationiques s’adsorbent fortement aux
sols. Or, les molécules d’origine biologique ont le plus souvent un caractére non ionique ou
anionique qui les rend moins sensibles a la sorption sur les sols. De plus, ils ont des CMC
moindres que leurs homologues chimiques, ce qui les rend efficaces a de plus faibles
concentrations. Enfin, le caractere peu toxique et biodegradable des biosurfactants facilite leur
utilisation.

Les biosurfactants agissent de fagon différentes : par mobilisation et par solubilisation.
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VI1.1.1.1. La mobilisation

Par definition, la mobilisation dépend de la capacité des biosurfactants a diminuer les
tensions interfaciales entre les NAPL (Non Aqueous Phase Liquids) et 1’eau lorsque les
molécules de tensioactifs se partagent a la surface du NAPL (MC CRAY et al., 2001).

La mobilisation se subdivise en deux étapes : une étape de déplacement et une étape de
dispersion. Le déplacement correspond a la libération des gouttes de NAPL du milieu poreux
grace a la réduction des tensions interfaciales. La dispersion est le processus au cours duquel
les NAPL se dispersent dans la phase aqueuse sous forme de fines émulsions (ABDUL et
GIBSON, 1991 ; BAl et al., 1997).

La réduction des tensions interfaciales diminue les forces capillaires piégeant les
globules de NAPL, permettant ainsi leur remobilisation. Cependant, le contréle
hydrodynamique des NAPL ainsi solubilisés est difficile a maintenir, et bien qu’ayant un
potentiel plus grand pour la réhabilitation, cette technique est peu utilisée (WEST ET
HARWELL, 1992 ; BETTAHAR et al., 1999).

Puits Puits de
d'injection captage

Zone contaminge

>
Bamére > Bamére
>

physigue ), physique

Bamére imperméable

Figure 8 : Représentation schématique d’un pompage et traitement avec injection de

biosurfactant (AUGUESTIJN et al., 1994).

VI1.1.1.2. La solubilisation

C’est le mode d’action privilégié pour traiter les sols ; elle résulte de la formation de
micelles. La solubilisation est basée sur la capacité des solutions micellaires a augmenter la
solubilité des contaminants hydrophobes (GABET, 2004).

Geénéralement, en deca de la CMC, les monomeres en solution n’ont pas ou peu d’effets
sur la plupart des hydrocarbures (PENNEL et al., 1993).
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Au dessus de la CMC, le phénomeéne d’incorporation des hydrocarbures dans les
micelles apparait, permettant ainsi une augmentation de leur solubilité apparente (GABET,
2004).

BAI et al. (1998) indiquent qu’a fortes concentrations, la solubilisation est le
mécanisme principal. La Figure 9 schématise le mode d’action des tensioactifs. Comme le
montre ce schéma, la remédiation résulte de différentes interactions qui peuvent parfois étre
en compétition.

La capacité de sorption d’un sol ou d’un sédiment peut étre décrite par un coefficient de
distribution Kq entre la phase solide et la phase aqueuse du milieu, K4 dépend principalement
de la teneur en carbone organique des sols (KARICKHOFF et al., 1979). En présence de
tensioactif, EDWARDS et al. (1994) ont défini un coefficient de partage Kg,cmc qui représente
le coefficient de partage de 1’hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) entre le sol et la
phase aqueuse en présence d’une solution micellaire. Ceci est représenté par I’équilibre (1) de
la Figure 9.

Les monomeres de tensioactifs peuvent s’adsorber sur les sols (équilibre 2 de la Figure
9), entrainent une perte d’efficacité pour le traitement des sols et il en résulte une
concentration en tensioactif dans la phase aqueuse inferieure a la concentration totale en
tensioactif. Ainsi, pour que les micelles se forment, il faut ajouter suffisamment de
biosurfactant pour que la concentration en phase aqueuse atteigne la CMC réelle. La sorption
dépend donc de la concentration de biosurfactant en solution (VAN DYKE et al., 1993).

EDWARDS et al. (1994) indiquent de plus que les monomeéres adsorbés peuvent agir
comme des sorbants envers les HAP. Le réle principal du tensioactif est de solubiliser les
molécules hydrophobes en les piégeant dans la pseudo-phase hydrophobe formée par les
micelles, permettant ainsi d’augmenter la solubilit¢ apparente des polluants. Ceci est
représenté par 1’équilibre 3 sur la Figure 9, et est décrit par le coefficient de partage
micelle/eau (Kp,).
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HAP Pseudo
SD phase
aqueuse

Figure 9 : Représentation schématique des processus contrélant la solubilité des HAP en
présence de surfactant (d’apres EDWARD et al., 1994).

VII. Avantage des biosurfactants

Les biosurfactants présentent plusieurs avantages :

Les biosurfactants a 1’ opposé des surfactants chimiques ne sont pas des dérivés du
pétrole et ont I’avantage d’étre produits rapidement.

Les caractéristiques structurales et les propriétés physiques des biosurfactants sont
supérieures ou comparables a celles des surfactants synthétiques (ZAJIC et DONALDSON,
1985).

Les biosurfactants sont biodégradables et plus acceptés écologiquement que les
surfactants chimiques dont 1’'usage doit étre limité car ils sont toxiques, non biodégradables,
donc sources de pollution (BENERJEE, 1991).

Pour des applications spécifiques, la structure chimique et les propriétés physiques des
biosurfactants peuvent étre modifiées grace a la génétique et aux transformations chimiques
(ZAJIC et DONALDSON, 1985).

Les biosurfactants sont utilisés pour la lutte contre la pollution engendrée par les
hydrocarbures (exemple : nettoyage des bacs de stockage du pétrole brut). Les méthodes
conventionnelles utilisées pour le nettoyage sont plus chéres, durent longtemps et sont sources
de danger (BANAT et al., 1991).

Les biosurfactants peuvent réduire la viscosité du pétrole par la formation d’émulsion
huile dans I’eau (SINGER et al., 1983)

Les biosurfactants resistent a 1’autoclavage a 121°C pendant une heure et gardent leur
pouvoir émulsifiant (BENERGEE, 1991).

Page 23



Chapitre | Les biosurfactants

Tableau V : Avantages des biosurfactants (TABKA, 2014).

Caractéristiques e Abaissement de la tension interfaciale (~ 0,1
techniques excellentes dyne/cm) ;
e Abaissement de la tension superficielle (~ 27 dyne/cm,
e Emulsification (50-100%) ;
e Pouvoir moussant (mousse stable (15min)) ;
e Pouvoir mouillant (abaissement de I’angle de contact
>30%) ;
e CMC (20-2000mg/l) ;

e Pouvoir antibiotique ou fongicide.

Stabilité thermique et e Plus stables que les surfactants synthétiques ;
chimique e T°(4-100°C);
e pH(4-9);

o Salinité (5-20%).

Caractéristiques e Biodégradable 100%, non toxiques, biocompatibles,
écologiques d’ou la possibilit¢é de leur utilisation dans les

préparations pharmaceutiques et agroalimentaire.

VIII. Application des biosurfactants
VII1.1. Application en industrie pétroliére

e Bio-nettoyage des tanks de stockage et des cuves pétrolieres
Gréce a leurs performances, les biosurfactants ont donnés de nombreuses applications
dans I’industrie du pétrole pour extraire ce dernier adsorbé sur les tanks de stockage ainsi que
sur les cuves pétroliéres, dont les boues et les sédiments réduisent leur capacité de stockage
(BANAT et al., 1991).
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Les bioprocédés, basés sur I’emploi des biosurfactants, peuvent constituer une
alternative dans la mesure ou ils sont efficaces, rentables et écologiques. En effet, de
nombreuses études ont démontré que les biosurfactants peuvent nettoyer les boues et
permettent la récupération d’un pourcentage significatif de pétrole brut commercialisable
(JOBSON et al.,, 1972 ; MULKILNS-PHILIPS et STEWART, 1974 ; WALKER et
COLWEL, 1974 ; HITZMANN, 1983 ; SINGER et al., 1983).

e Dégradation des hydrocarbures d’origine pétroliére

La pollution par les hydrocarbures en milieu marin ou terrestre, qu’elle soit chronique
ou accidentelle, pose d’importants problémes d’élimination. Les voies d’éliminations
chimiques et physiques ont leurs limites du fait de leur colt ou de leur impact secondaire sur
I’environnement. La voie biologique est actuellement en plein essor et suscite de trés
nombreux travaux de par le monde.

La dégradation d’un pétrole brut par des microorganismes est un phénomene bien établi
et il est considéré comme le mécanisme le plus efficace pour I’élimination de ce polluant
(MALLEI, 2000).

Depuis 1972, des progres considérables ont été realisés dans la compréhension des
mécanismes de la dégradation des hydrocarbures cycliques et linéaires par les bactéries de
I’environnement. La propriété de résister physiquement a des concentrations élevées
d’hydrocarbures serait liée a la capacité de la bactérie de synthétiser des biosurfactants. Ceux-
ci protéegent la bactérie du contact direct avec les hydrocarbures et lui permettent de les
émulsionner en microgouttelettes plus rapidement assimilables (LAHOUSSINE, 1999).

La Figure 10 montre un exemple d’utilisation des biosurfactants pour le nettoyage des

réservoirs de stockage des hydrocarbures (CEDOU, 2013).

Page 25



Chapitre | Les biosurfactants

Deécantation triphasique et
réecupeéeration des HC, des
Biosurfactants et des
sédiments

Agitation sans air

Injection d’une solution
de Biosurfactant

Identification des coupes
HC en présence et
qualification laboratoire
des biosurfactants

Figure 10: Exemple d’utilisation des biosurfactants pour le nettoyage des réservoirs de

stockage d’hydrocarbures (CEDOU, 2013).

e Récupération assistée du pétrole par voie microbienne

Utilisation des microorganismes naturellement présents dans le milieu pour I’extraction
du pétrole des puits grace a plusieurs mécanismes tels que 1’augmentation de la solubilité du
pétrole résiduel dans les gisements de pétrole brut & I’aide de biosurfactants produits par des
bactéries. Les microorganismes peuvent présenter certains avantages economiques et
environnementaux comparativement aux méthodes classiques de récupération fondées sur
I’injection d’eau et de produits chimiques dans le puits.

Les avantages économiques découlent des colts initiaux et opérationnels inferieurs liés
a l’application d’un procédé de récupération de pétrole. Les avantages environnementaux
résultent du fait que les procédés classiques d’injection sont plus énergivores et font appel a
des produits chimiques tels que des acides (CHEMANI, 2001).
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VI11.2. Application en industrie agroalimentaire

Les graisses ou déeversement des résidus graisseux issus des industries agroalimentaires
constitue un probléme majeur de pollution organique. Les procédés de biodégradation de ces
graisses associent des biosurfactants (produits par les bactéries sur le site méme, ils facilitent
le contact entre les bactéries et les graisses), des microorganismes (particulierement adaptés a
la dégradation des graisses agroalimentaires) et des nutriments (ils soutiennent et assurent un
travail biologique complet). Cette synergie permet une biodégradation performante
(MARQUIS, 2000).

VI11.3. Applications en cosmétologie

L’emploi de tensioactifs devrait connaitre la plus grande croissance dans les marchés du
soin corporel et des cosmétiques (liens 5) (WERTZ, 2012).

Un autre role physiologique des biosurfactants qui peut étre d’'une grande valeur pour
les applications cosmétiques est leur effet antibiotique sur divers microbes (COCHET, 2000).

Utilisés dans la préparation des cremes hydratantes dermatologiquement compatibles et
aussi dans la préparation des shampoings et savons riches en huiles essentielles (TABKA,
2014).

VI11.4. Applications pharmaceutiques

Plusieurs biosurfactants ont des propriétes antimicrobiennes telles que la Surfactine qui
a un pouvoir antibactérien (PEYPOUX et al., 1999), anti-tumoral, hypercholesterolemique,
inhibiteur de la formation de caillot de fibrine (LAURILA, 1985), et dans la lutte contre le
virus de I’'immunodéficience humaine (BANAT, 2000).
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Tableau VI : Utilisation potentielles des biosurfactants (d’aprés BANAT et al., 2000).

Fonction Champ d’application
Emulsifiant et dispersant Cosmétiques, peinture
Solubilisant et microémulsions Pharmaceutique, article de toilette
Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrie textile, peinture
Détergent Nettoyants ménagers, produits de

I’agriculture ou de haute technologie

Agent moussant Cosmétiques, articles de toilette, flottation de
minerais
Agent épaississant Peinture
Agent séquestrant des métaux Minerais
Aide a la croissance bactérienne Traitement d’huiles usagées pour boues de

STEP, fermentation

Dé-émulsifiant Traitement de déchets
Agent réducteur de viscosité Transport par pipeline
Dispersant Séparation des mélanges goudron/pétrole ou
goudron/eau
Récupération de ressources Récupération assistée de pétrole

Pour que I’application des biosurfactants soit intensive dans le prochain avenir, il faudra
que la protection de 1’environnement devienne une priorité et un critére de choix pour la
sélection des produits.

Il s’agit donc de mettre au point des procédés de traitement biologique efficaces a partir
d’une culture microbienne sélectionnée in situ (telle que Pseudomonas) capable de dégrader
les hydrocarbures et de produire des biosurfactants.

Ainsi 1’'usage d’une culture microbienne productrice de biosurfactant dans la
biorémédiation et I’augmentation de la production pétroliere sont plus compatibles avec notre
réalité économique, tandis que 1I’emploi direct de biosurfactant pure est plus qualifié aux

autres domaines industriels (détergence, papeterie, pharmacie, textile) (Figure 11).
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Textile :

Emulsifiant, pénétrant, dispersant,
détergent, et antistatique

Les biosurfactants

Agriculture :

Emulsifiant, mouillant,

Peinture et enduit :

Emulsifiant, pénétrant,
antistatique.

Papeterie :

Pénétrant, démoussant et
détergent.

Métaux :

Emulsifiant, Etalant
détergent.

Nettoiement industriel :

Pénétrant, détergent et inhibiteur
de corrosion.

Les fonctions des

biosurfactants

Récupération du pétrole et en
pétrochimie :

(Emulsifiant, des émulsifiant,

étalant, solubilisation des
solides, dispersant.

Architecture et
construction :

Emulsifiant, mouillant,
étalant, pénétrant et
moussant.

Plastique :

Emulsifiant, étalant,
dispersant, moussant,
démoussant et
détergeant.

Alimentation et boissons :

Emulsifiant, pénétrant,
dispersant, moussant,
démoussant et détergeant.

pénétrant, dispersant, moussant,
inhibiteur de corrosions).

Cuire :

Emulsifiant, pénétrant et
détergeant.

Figure 11 : Les fonctions des biosurfactants les plus demandées pour usage industriel

(KHEMILI, 2008).
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Chapitre 11 Les microorganismes producteurs

I. Microorganismes producteurs

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes se
développant de maniere aérobie (MULLIGAN et al., 2001) dans un milieu aqueux contenant
une ou plusieurs sources de carbone, comme des hydrates de carbone, des huiles ou des
hydrocarbures (BOGNOLO, 1999 ; MULLIGAN et al., 2001).

Ces microorganismes sont en général des levures, des champignons ou des bactéries.
Les plantes, les animaux ou les humains sont ¢galement capables d’en produire
(CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).

Le principale rdle physiologique du biosurfactant est de permettre aux microorganismes
de se développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre I’eau et
le substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (FIECHTER, 1992 ; MATA
SANDOVAL et al., 2000).

Les bactéries utilisées pour produire les biosurfactants sont en général issues de sols
contaminés par des molécules hydrophobes comme les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP). Elles sont donc isolées de leur milieu naturel et sont cultivées en
laboratoire. Ceci permet de faire des tests pour choisir la meilleure source de carbone et
d’optimiser les milieux de culture afin d’obtenir un taux de production maximum. Dans tous
les cas, le biosurfactant obtenu est un mélange de plusieurs molécules. Par exemple dans le
cas du biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas aeruginosa UG2, on obtient un
mélange de deux, voire quatre rhamnolipides (VAN DYKE et al., 1993). ABALOS et al.
(2001) indiquent que sept homologues de rhamnolipides ont été identifiés dans des cultures de
Pseudomonas aeruginosa AT10.

Bien que de nombreuses espéces produisent des biotensioactifs, la régulation de leur
synthése est encore mal connue, sauf pour les souches de Pseudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis sont actuellement les bactéries les plus étudiées (BANAT et al., 2000).

Les bactéries produisent des molécules de faible masse molaire, qui diminuent
efficacement les tensions interfaciales, ainsi que des polymeres de masses molaires élevées,
qui se lient fortement aux surfaces (RON et ROSENBERG, 2002).

Les biosurfactants de faibles masses molaires sont généralement des glycolipides, alors
que ceux de masses molaires élevées sont constitués de polysaccharides, de proteines, de
lipopolysaccharides ou des lipoproteines. Ces derniers sont moins efficaces pour réduire les
tensions interfaciales, mais plus efficaces pour entourer les gouttes d’huiles et empécher leur

coalescence (Tableau VII).
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Une des techniques utilisées pour suivre la production de biosurfactant est I’ADSA-P
(« Axysymmetric Drop Shape Analysis by Profile ») qui détermine simultanément 1’angle de
contact et la tension de surface du liquide grace au profil d’une goutte restant sur une surface
de solide. Les gouttes contenant les organismes producteurs sont placées sur une surface en
fluoréthyléne-propyléne et le profil de la goutte est détermine.

D’autre méthode ont été décrites comme I’hémolyse du sang, qui est une caractéristique
connue de certains biosurfactants et un index d’emulsification (E,4) obtenu sur kéroséne
(BANAT, 1995).

Le test du « drop-collapsing » est utilisé pour voir les colonies bactériennes produisant
les biosurfactants : des gouttes contenant des cellules en suspension sont placées sur une
surface recouverte d’huile ; si la goutte reste stable, cela démontre 1’absence de tensioactif

(JAIN et al., 1991).

Tableau VII: Principaux types de surfactants biologiques et quelques microorganismes
producteurs (BANAT et al., 2000).

Groupe Biosurfactant Micro-organisme
Glycolipides Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa
Trehalolipides Rhodococcus sp ; Nocardia,
mycobacterium
Sophorolipides Candida bombicola, Candida
antartica
Lipopeptides et lipoproteines Surfactine Bacillus subtilis
Viscosine Pseudomonas aeruginosa
Phospholipides Phospholipide Corynebacterium insidiosum
Acides gras Acide gras Corynebacterium lepus
Lipides neuters Lipides neuters Clostridium pasteurianum
Lipopolysaccharides ou Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
polymériques

En plus de Pseudomonas aeruginosa, qui est 1’espéce la plus reconnue pour la
production de rhamnolipides, il ya d’autres espéces appartenant a cette famille de bactérie qui
sont capables d’en produire. En 2002, Pseudomonas putida, a été isolée d’eau de rejets
industriels pour sa capacité de biodégrader les hydrocarbures ainsi que pour sa production de
biosurfactants lesquels furent identifiés comme étant des rhamnolipides (TULEVA et al.,
2002).
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Par la suite, en 2004, la production de rhamnolipides par Pseudomonas chlororaphis,
une bactérie non pathogene, a aussi été décrite (GUNTHER et al., 2005). Cette découverte
est trés intéressante au point de vue de la commercialisation de 1’utilisation des rhamnolipides
puisque Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste et 1’emploi a des fins
industrielles et commerciales de ses produits extracellulaires est un sujet controversé. P.
chlororaphis est donc une candidates intéressante a des fins de production industrielle de
rhamnolipides. Plus récemment, la production de biosurfactants glycolipidiques par
Pseudomonas fluorescens HW-6 a été décrite (VASILEVA-TONKOVA et al.,, 2006).
Finalement, il est a noter ici qu’au moins un autre type de biosurfactants a été observé chez
les Pseudomonas. C’est le cas d’un lipopeptide cyclique, la Viscosine, qui est produit par
Pseudomonas libanensis M9-3 (SAINI et al., 2008).

Finalement, la production de rhamnolipides chez d’autres espéces de bactéries
n’appartenant pas a la famille des Pseudomonas a aussi été rapportée dans la littérature. Ces

deux especes appartiennent a la famille des Burkholderia (DUBEAU, 2009).

I.1. Roles des biosurfactants chez les microorganismes producteurs

Une des nombreuses caractéristiques associées aux biosurfactants est qu’ils possédent
souvent une activité biologique (KITAMOTO et al., 2002). Par exemple, les biosurfactants
présentent souvent une activité antibactérienne ou antivirale. Ces activités peuvent étre utiles
pour la défense du microorganisme. Les biosurfactants peuvent parfois étre considérés comme
des facteurs de virulence visant a affaiblir les défenses d’un hote. De plus, on retrouve aussi
des activités cytolytiques associées aux biosurfactants (CAMEOTRA et MAKKAR, 2004).
Plusieurs bactéries pouvant naturellement dégrader des hydrocarbures produisent également
des biosurfactants (KOCH et al., 1991 ; MILLER, 1995 ; DEZIEL et al., 1996).

Il existe plusieurs études qui démontrent que ces molécules tensio-actives sont des
agents émulsifiants qui permettent d’augmenter la biodisponibilité des substrats hydrophobes
insolubles dans 1’eau, ce qui facilite 1’acces a des substances nutritives pour ces
microorganismes permettant une amélioration de certains procédés de biorémédiation
(BOGNOLDO, 1999 ; RON et ROSENBERG, 2002 ; SINGH et al., 2007). Un autre rdle
naturel des biosurfactants est associé a la régulation de 1’attachement et du détachement des
microorganismes aux surfaces lors de la formation d’un biofilm. Ces biofilms permettent
I’établissement de communautés bactériennes protégées (NEU, 1996 ; ROSENBERG et
RON, 1999).
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1. Les rhamnolipides

Les tensioactifs ou les agents tensioactifs, sont des composés qui réduisent la tension
superficielle et interfaciale entre les liquides ou un liquide et un solide. Les tensioactifs sont
synthétisés chimiquement a partir de composes amphiphiles contenant des groupes a la fois
hydrophobes et hydrophiles. Les biosurfactants sont des tensioactifs d’origine biologique,
produits par des microorganismes, et une grande importance a été accordée a eux récemment
en raison de leurs caractéristiques exceptionnelles, telle qu’une faible toxicité, une
biodégradabilité, une sélectivité et une activité spécifique a des conditions extrémes
(température, pH, salinité, etc.). Cependant, les colts de production des biosurfactants les
empéchent de rivaliser avec leurs homologues synthétiques. L’utilisation de substrats moins
chers est le facteur de production le plus important dans cet environnement concurrentiel, et a
cette effet des études actuelles sur les biosurfactants ont été mise au point pour I’augmentation
du rendement et la réduction des codts de production (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).

Les biosurfactants peuvent étre produits a partir de déchets industriels, ce qui signifie
qu’une meilleure production sur le marché est possible. En outre, 1’utilisation des déchets
réduit leurs effets polluants sur la nature. Les biotensioactifs sont classés principalement sur la
base de leur composition chimique, dont les glycolipides, les lipopeptides, les acides gras, les
complexes de polysaccharides-proteines, les peptides, les phospholipides et les lipides
naturels (COOPER et GOLDENBERG, 1987).

Les rhamnolipides sont des biosurfactants de type glycolipidiques. Ces molécules
tensio-actives appartiennent a la classe de biosurfactant a faible poids moléculaire et leur
production chez la bactérie Pseudomonas aeruginosa a été exhaustivement étudiées
(DUBEAU, 2009).

lls sont retrouvés, pour la premiére fois, par BERGSTROIM et al. (1946) chez
Pseudomonas pyocyanea cultivée sur gélose. Ces auteurs étaient incapables de déterminer la
structure moléculaire des deux composants qui les constituent (rhamnose et I’acide B-
hydroxydecanoique). Elle a été déterminée par JAVRVIS et JOHSON (1949), qui ont mis en
évidence une liaison glycosidique sur 3% du glycérol. Cependant, la liaison précise entre les
deux unités du rhamnose n’était pas clair, c’est ainsi QUEDWARDS et HAYASHI (1965)
ont démontré une liaison 1-2 dans le premier rhamnolipide identifié, appelé aussi R2, qui est
constitué de deux molécules de rhamnose et de deux molécules d’acide B-hydroxydecanoique.
Le R2 est le produit unique de Pseudomonas aeruginosa S7B1 cultivee sur un substrat qui est
le n-hexadécane ou les n-paraffine (C14-C18) (HISATSUKA et al., 1971).
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Par ailleurs, la culture de Pseudomonas aeruginosa, sur d’autres substrats tels que les n-
alcanes, aboutit a la production de rhamnolipides distincts : R1, R3, R4, RA et RB (LANG et
WULLBRANDT, 1999). Les structures des rhamnolipides analogues : R1, R2, R3, R4, RA

et RB sont illustrées dans la Figure 12.

Récemment, THANOMSUB et al. (2006) ont déterminé deux types de rhamnolipides

produits par Pseudomonas aeruginosa isolée a partir de perte d’usine de lait (lactosérum). Ces
deux biosurfactants ont été identifies comme L-rhamnopyranosyl-L-rhamnopyranosyl--
hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate ou Rha-Rha C10-C10 et L-rhamnopyranosyl-L-

rhamnopyranosyl-B-hydroxydecanoyl-p-hydroxydecanoate ou Rha-Rha C10-C12.
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Figure 12 : Structures des rhamnolipides R1, R2, R3, R4, RA, et RB produits par

Pseudomonas aeruginosa (LANG et WULLBRANDT, 1999).
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LANG et WULLBRANDT (1999) indiquent que pour la production de rhamnolipides
en grande quantité dans des fermenteurs de 20 & 100 m®, les codits diminuent de 16 & 4 €.kg™.
Par comparaison, les coits de surfactants chimiques sont de I’ordre de 0,5 a 2 €.kg™. Ainsi, le
succes de 1’utilisation et la production des biotensioactifs passe par une diminution des colts
de production. Cette diminution pourra étre atteinte grace a la valorisation des substrats de
croissance de produits a faible codts. Par exemple, MAKKAR et CAMEOTRA (2002)
indiquent qu’il est possible d’utiliser des déchets et des produits agricoles d’une part pour
diminuer les colts, mais aussi pour diminuer les quantités de déchets a traiter de diverses
entreprises (huiles de moteurs usagées...). Une eétude réalisée par MERCADE et
MANRESA (1994) reporte des taux de production de rhamnolipides de 1,4 g.L™ pour des
Pseudomonas cultivées sur des sous-produits industriels.

Ces tensioactifs d’origine biologique sont en grande partie produits par Pseudomonas
spp. Pseudomonas aeruginosa produit deux formes de rhamnolipides, mono- et di-
rhamnolipides en culture liquide ; les rhamnolipides avec une molécule de sucre sont définis
comme mono-rhamnolipides, tandis que ceux avec deux molécules de sucre sont définis
comme di-rhamnolipides (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).

Certaines espéces de Pseudomonas ne produisent que des mono-rhamnolipides, tandis
que d’autres produisent les deux. JARVIS et JOHNSON les premiers a rapporté la
production de rhamnolipides par Pseudomonas aeruginosa en 1949. On faisant incuber P.
aeruginosa dans un milieu nutritif contenant 4% de peptone et 3% de glycérol dans un ballon
d’agitation a 30°C pendant quatre a cing jours et isolés 2,5 g/L du produit. Le premier brevet
(US 4,628,030) pour la production de rhamnolipide a été recu par KAEPPELI et GUERRA
SANTOS (1986) pour leur étude menee sur P. aeruginosa DSM2659.

Les rhamnolipides sont principalement produits par P.aeruginosa, et les autres especes
de Pseudomonas qui ont été signalées produisant des rhamnolipides sont P. chlororaphis
(GUNTHER et al., 2005), P. putida (WITTGENS et al., 2011; NANGANURU et
KORROPATI, 2012) , P. fluorescens (ABOUSEOUD et al., 2008; EL-AMINE
BENDAHA et al., 2012), P. nitroreducens (ONWOSI et ODIBO, 2012), et P. alcaligenes
(OLIVEIRA, 2009).
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Les rhamnolipides réduisent la tension superficielle de I’eau de 72 mN.m™ & moins de
30 mN.m™ et la tension interfaciale du systéme eau / huile de 43 mN.m™ & environ 1 mN.m™.
En outre, ils ont de nombreuses applications environnementales, telles que 1’amélioration de
la récupération assistée des hydrocarbures, la dégradation des hydrocarbures, et I’é¢limination
des métaux du sol (BORDOLOI et KONWAR, 2008 ; AMANI et al., 2010 ; DAS et
CHANDRAN, 2011).

Au cours des trois derniéres décennies, des recherches considérables ont éteé menées sur
la production et I’application des rhamnolipides (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).

11.1. Biosynthése des rhamnolipides

La biosynthése des rhamnolipides implique 3 enzymes codées par les genes RhlA, RhiB
et RhIC (DEZIEL et al., 2003). Plusieurs stimuli environnementaux tels que la densité
cellulaire, le stress et la carence nutritionnelle stimulent la biosynthése des rhamnolipides
(DEKIMPE et DEZIEL, 2009 ; DEZIEL et al., 2005; DIGGLE et al., 2003;
MCKNIGHT et al., 2000; MEDINA et al., 2003a; MEDINA et al., 2003b). Cette
biosynthese coincide avec la phase stationnaire de croissance. Elle est régulée soit au niveau
de la transcription soit & un niveau post-transcriptionnel. Parmi les régulateurs impliqués, il y
a le quorum-sensing et les systemes a deux composantes tels que GacS/GacA (CAMPOS-
GARCIA et al., 1998 ; DEKIMPE et DEZIEL, 2009 ; DEZIEL et al., 2005 ; DIGGLE et
al., 2003 ; HAUSER et KARNOVSKY, 1957 ; HEURLIER et al., 2004 ; MCKNIGHT et
al., 2000 ; OCHSNER et al., 1994 ; OCHSNER et al., 1995 ; PESSI et al., 2001 ; RAHIM
etal., 2001).

Depuis leur découverte, les rhamnolipides ont été exhaustivement étudiés sur tous leurs
aspects. La voie de biosynthése de ces molécules a été investiguée in vivo a 1’aide de
différents précurseurs radioactifs comme 1’acétate (C'*) et le glycérol (C'*) (HAUSER et
KARNOVSKY, 1957 ; HAUSER et KARNOVSKY, 1958). Finalement, suite a des essais
enzymatiques, la proposition d’'un modele de biosynthése des rhamnolipides basé sur deux
réactions séquentielles de transfert de groupes glycosylés a été élaborée. Cette réaction
implique deux rhamnosyltransferase distinctes qui utilisent des molécules de
thymidinediphosphorhamnose (TDP-rhamnose) comme donneur du groupement rhamnosyl et
soit le B-hydroxydécanoyl-f-hydroxydécanoate ou bien le L-rhamnosyl- B-hydroxydécanoyl-

B-hydroxydécanoate comme accepteur (Figure 13) (BURGER et al., 1963).
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Figure 13: Premier modeéle de biosynthése des rhamnolipides chez Pseudomonas
aeruginosa (BURGER et al., 1963 ; OCHSNER et al., 1994a).

Ce n’est que plus de 30 ans plus tard que la premiére rhamnosyltransferase a été
découverte avec la mise en évidence des génes rhlA (32,5 KDa) et rhIB (47 KDa) et par la
démonstration que RhIB est la protéine catalytique de la premiére rhamnosyltransferase
produisant un monorhamnolipide (OCHSNER et al., 1994a). Cependant, le rdle précis de
RhIA restait mal définit et était associé a la synthese ou au transport des substrats précurseurs
de RhIB ou bien simplement a la stabilisation de RhIB (OCHSNER et al., 1994a). La méme
équipe a aussi déterminé le réle de rhIR, qui code pour une protéine régulatrice de type LuxR
et qui est nécessaire pour la biosynthese des rhamnolipides (OCHSNER et al., 1994b).
Remarquablement, rhIR et rhll se retrouvent directement en amant de 1’opéron rhlAB. La
Figure 14 montre 1’organisation génétique de génes rhIABRI tel que rapporté pour la premiere
fois par I’équipe (OCHSNER et REISER, 1995).
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Figure 14 : Modeéle proposé pour la régulation de la biosynthése des rhamnolipides chez
P. aeruginosa par I’entremise du systéme QS RhIR/Rhll (OCHSNER et REISER, 1995).

En 2001, la deuxiéme rhamnosyltransferase permettant le couplage d’une seconde
molécule rhamnose au monorhamnolipide a été identifiée. Ce géne, nommeé rhiC, est retrouvé
en operon avec un gene présent en amont (PA1131) mais dont la fonction reste inconnue
encore a ce jour. La protéine RhIC compte 325 acides aminés et a un poids moléculaire de
35,9 KDa. rhIC semble étre régulé & un méme niveau transcriptionnel que 1’opéron rhlIAB
(OCHSNER et al., 1994a ; RAHIM et al., 2001).

Suite a la position initiale du role de RhlA dans la stabilisation membranaire de RhIB,
une autre hypothese a été émise a I’effet que RhlA serait impliquée dans la conversion des 3-
hydroxyacyl-ACP en 3-hydroxyacyl-CoA a cause d’une homologie partagée avec la
transférase PhaG (REHM et al., 1998). Ces molécules sont des intermédiaires communs dans
la biosynthése des acides polyhydroxyalcanoiques (PHA). Les véritables précurseurs des
rhamnolipides, les acides3-(3-hydroxyalcanoyloxy)alcanoiques (HAA) ont été découverts
chez P.aeruginosa en 2002 (LEPINE et al., 2002). De plus, cette derniére étude a démontrée
que pour les différents congénéres de HAAs libres retrouvés dans les cultures de P.
aeruginosa, il y a une préférence pour le residu 3-hydroxyalcanoyl le plus court a la position
hydroxy. Cette observation a aussi été notée chez les rhamnolipides, et ce, dans les mémes
abondances relatives que les HAAs libres (DEZIEL et al., 1999 ; DEZIEL et al., 2000 ;
LEOINE et al., 2002). 1l a été démontré par la suite que RhIA est requise pour la biosynthése
de ces HAAs (DEZIEL et al., 2003).
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Finalement, ce n’est que tres récemment que la fonction précise de RhIA a été élucidée.
Celle-ci a été associée a la conversion de B-hydroxyacyl-ACP provenant du cycle de
biosynthese des acides gras, en B-hydroxydecanoyl-p-hydroxydecanoate, le HAA majoritaire
retrouve chez P. aeruginosa (ZHU et ROCK, 2008). La Figure 15 résume ainsi la voie de

biosynthése de rhamnolipides suite a toutes ces découvertes.
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Figure 15: Biosynthese des rhamnolipides chez Pseudomonas aeruginosa tel que décrite
par ZHU et ROCK (2008).

11.2. Facteurs influengant la production des rhamnolipides

Comme tous les biosurfactants, la composition et le rendement des rhamnolipides
dépondent des conditions de culture, ainsi que des souches productrices. Il y a un certain
nombre d’études dans la littérature sur les effets de divers facteurs sur la production de
rhamnolipides, en particulier sur le rendement. La source de carbone et d’azote, la quantité
d’ions utilisés dans le milieu et les conditions de culture, tels que le pH, la température et
I’agitation, influent sur la qualité et la quantité de rhamnolipides produits (KASKATEPE et
YILDIZ, 2016).
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11.2.1. Source de carbone

De nombreux microorganismes synthétisent les biosurfactants en utilisant différentes
sources de carbone. Des études indiquent que le rendement d’un biosurfactant varie en
fonction de la source de carbone et le milieu nutritif (ROBERT et al., 1989 ; BODOUR et
al., 2003 ; SOBERON-CHAVEZ et al., 2005). Le pétrole brut, le glucose, le saccharose, et
le glycérol ont été rapportés en tant que de bonnes sources de carbone pour la production de
biosurfactants (GUERRA-SANTOS, 1984 ; DESAI et BANAT, 1997). Les sources de
carbone utilisées dans la production de biosurfactants peuvent étre divisées en trois catégories,
y compris les hydrates de carbone, les hydrocarbures et les huiles végétales. Des sources de
carbone soluble dans I’eau tels que le glycérol, le glucose, le mannitol et I’éthanol, ont été
recommandées pour la production des rhamnolipides par Pseudomonas spp (SANTA ANNA
etal., 2001 ; SILVA et al., 2010).

11.2.2. Source d’azote

L’azote est un élément essenticl pour la croissance microbienne et la production
d’enzymes pour le processus de fermentation et donc un facteur important pour la production
de biosurfactants. Différentes sources d’azote ont été utilisées pour la production, tel que la
peptone, 1’urée, le sulfate d’ammonium, le nitrate d’ammonium, nitrate de sodium, I’extrait de
viande et I’extrait de malt (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).

ROBERT et al. (1989) ont observé que le nitrate est la meilleure source d’azote pour
la production de biosurfactants par la souche de Pseudomonas 44T1.

GUERRA SANTOS et al. (1986) ont déterminé que le rendement maximal des
rhamnolipides est obtenu aprés la limitation de I’azote, a un rapport C : N de 16 :1 a 18 :1.
SYLDATK et al. (1985) ont montré que la limitation de 1’azote modifié également la
composition du biosurfactant produit. ONWOSI et ODIBO (2012) ont signalé un niveau de
production de rhamnolipides de 4,39 g/L par P. nitroreducens avec du nitrate de sodium
comme source d’azote, et ’efficacité de la source d’azote observée est de 1’ordre de nitrate de
sodium < extrait de levure > urée.

D’aprés de nombreuses études, le nitrate de sodium était plus efficace que le sulfate
d’ammonium et de I’urée pour la production de rhamnolipides (GUERRA-SANTOS et al.,
1986 ; SANTA-ANNA et al., 2001 ; JEONG et al., 2004 ; RASHEDI et al., 2005). Le
nitrate de sodium a également été signalé comme étant la meilleur source d’azote pour la
production de rhamnolipides par P. aeruginosa (WEI et al., 2005 ; PRIETO et al., 2008 ;
WU et al., 2008).
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Selon ABOUSEOUD et al. (2008), le nitrate d’ammonium était la meilleure source
d’azote pour la production de rhamnolipides par P. fluorescens. Par conséquent, les résultats
en rapport avec des sources d’azote peuvent varier selon 1’espéce Pseudomonas utilisée dans
les études, afin que la source d’azote doit étre choisie en fonction des especes de
Pseudomonas qui seront utilisées dans 1’étude. Mais de fagcon générale, on peut dire que le
nitrate de sodium et le nitrate d’ammonium sont les meilleures sources pour la production des

rhamnolipides (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).
11.2.3. Conditions de culture

11.2.3.1. Le pH

Une grande variété de conditions de culture ont été testés pour la production de
biosurfactants pour I’obtention de grandes quantités du produit d’intérét. Selon GUERRA-
SANTOS et al. (1984), le rendement maximal de rhamnolipides est obtenu dans la gamme de
pH 6,0 a 6,5 et le rendement diminue nettement a pH 7,0. MATA SANDOVAL et al. (2001)
ont rapporté dans leur étude avec P. aeruginosa UG2 que les conditions de culture neutre (pH
7,0) augmentent les niveaux de production moyens de toutes les espéces rhamnolipides de
25% par rapport a leur production dans des conditions Iégerement acides (pH 6,25).

11.2.3.2. La température
Les gammes de température optimales ont été identifiées comme 30-37°C dans une
étude de WEI et al., (2005) et 30-35°C par SAHOO et al. (2011) avec P. aeruginosa. CHEN
et al. (2007) ont rapporté la température optimale de 37°C en fonction de leur enquéte sur des

températures comprises entre 30 et 42°C.

I1.2.3.3. L’agitation

La vitesse d’agitation et le procédé appliqué au cours de 1’incubation sont importants
dans la production d’un biosurfactant pour assurer le transfert d’oxygéne de la phase gazeuse
a la phase aqueuse (KASKATEPE et YILDIZ, 2016). PIMIENTA et al. (1997) ont rapporté
que l’agitation orbitale est plus efficace que le secouage latéral. Dans les études avec des

ballons, les vitesses secousse ont été variées entre 120 et 220 rpm.
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WEI et al. (2005) ont testé des vitesses d’agitation dans une gamme comprise entre 50
et 250 tours par minute dans leur étude avec P. aeruginosa isolée a partir des eaux usées de la
pétrochimie et ont observés un meilleur résultat a 200 rpm. En plus des sources de
microorganismes, carbone et d’azote, I’optimisation du milieu et les conditions de culture sont
les parametres importants pour augmenter le rendement des rhamnolipides (KASKATEPE et
YILDIZ, 2016). En outre, selon BANAT et al. (2010), les souches productrices
recombinantes et mutantes peuvent donner des rendements élevés de biosurfactants, et peut

étre une étape importante de leur production économique.

11.3. Roéles des rhamnolipides chez les Pseudomonas

Le role des rhamnolipides dans la physiologie de la bactérie est encore mal connu.
Néanmoins, ils sont des facteurs de virulence de P. aeruginosa. En effet, ils ont été détectés
dans le crachat des patients atteints de mucoviscidose. Ils ont la capacité d’inhiber le
phénomene de clairance ciliaire (HASTIE et al., 1986 ; KOWNATZKI et al., 1987).

En outre, les rhamnolipides jouent un réle dans le changement de 1’hydrophobicité de
la surface cellulaire (AL-TAHHAN et al., 2000), dans la solubilisation du PQS
(Pseudomonas quinolone signal), la mobilité de type « swarming » (DEZIEL et al., 2003) et
dans I’architecture du biofilm (FILLOUX et VALLET, 2003 ; KOWNATZKI et al., 1987).
Ils ont une activité antimicrobienne (WANG et al., 2005) et une activité hémolytique
(FUJITA et al., 1988). En plus, ils inhibent la phagocytose et induisent la nécrose des PMN
(leucocytes PolyMorphoNucléaire) (JENSEN et al., 2007).

11.3.1. Biodégradation d’hydrocarbures

Plusieurs études ont été réalisées sur le réle des rhamnolipides dans la biodégradation
des hydrocarbures. Entre autres, une étude a été menée sur la biodégradation d’hexadécane
par des especes de Rhodococcus et de Pseudomonas. Les Rhodococcus produisent des
trehalolipides tandis qu’on retrouve principalement des rhamnolipides chez Pseudomonas.
L’étude a démontré que ces derniers biosurfactants étaient requis pour que 1’espéce puisse
croitre sur cette substance hydrophobe. Contrairement aux trehalolipides qui n’ont permis que
I’emulsification du substrat, c’est plutot la capacité des rhamnolipides a pseudo-solubiliser ce
méme substrat qui a permis sa biodégradation. Cette étude a de plus mis en relief différents
modes d’acquisition de substrats hydrophobes possibles lors de la biodégradation
(BOUCHEZ-NAITALI et al.,, 1999 ; BOUCHEZ-NAITALI et VANDECASTEELE,
2008).
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11.3.2. Formation et maintien de biofilms

Bien que les bactéries aient surtout été étudiées dans leur état planctonique, ces
derniéres occupent plutét un mode de vie en communauté bactérienne trés organisée dans
I’environnement. C’est ce qu’on appelle les biofilms. Plusieurs études ont démontrées les
differents roles joués par les rhamnolipides au niveau de la formation et du maintien de ces
structures complexes. En premier lieu, des tunnels qui permettent un mouvement continu
d’¢éléments nutritifs et d’oxygéne a I’intérieur de ces biofilms ont été identifiés grace a la
microscopie confocale. Les rhamnolipides ont été associés au maintien de cette architecture
au sein des biofilms (DAVEY et al., 2003 ; ESPINOSA-URGEL, 2003). Deuxiemement, le
réle des rhamnolipides dans la formation des structures de style « champignon » composes de
surpopulations cellulaires a aussi été démontré (LEQUETTE et GREENBERG, 2005).
Néanmoins, les thamnolipides jouent aussi d’autres roles chez les biofilms tels la formation
de microcolonies dans les phases initiales de développement ainsi que la dissémination du
biofilm mature. Ainsi, un mutant rhlA- est incapable de produire de telles microcolonies
(PAMP et TOLKER-NIELSEN, 2007) (Figure 16).

11.3.2.1. Cycle de développement du biofilm

Le cycle de développement du biofilm comprend cing étapes clés (Figure 16):
I’attachement réversible, 1’attachement irréversible, la maturation I, la maturation II et la
dispersion. Chaque cycle aboutit a la libération d’individus mobiles capables de coloniser de
nouvelles surfaces et de donner naissance a de nouveaux biofilms (YADAV et al., 2008). Une
étape initiale peut étre ajoutée : la reconnaissance d’une surface par le microorganisme.
(PESSEREAU, 2016).
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Figure 16: Schéma illustrant les différentes étapes de développement d’un biofilm de P.
aeruginosa avec au-dessous ces mémes étapes observées au microscope confocale avec un
marquage DAPI (I a I11), un marquage GFP (1V) et un marquage BacLigth® (V) (BORDI et
BENTZMANN, 2011).

11.4. Applications des rhamnolipides

Application environnementale

Les produits a base de pétrole sont la principale source d’énergie pour 1’industrie et la
vie quotidienne. Les déversements d’hydrocarbures dans l’environnement sont une cause
principale de la pollution d’eau et des sols, et ils peuvent donner lieu a la fois a des dommages
environnementaux immédiats et a long terme. La biodegradation est un processus comprenant
la décomposition de la matiére organique et I’enlévement du pétrole et les autres
hydrocarbures polluants de I’environnement par des microorganismes, et il est moins cher que

les autres technologies d’assainissement (DAS et CHANDRAN, 2011).
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Les tensioactifs synthétisés chimiquement ont été utilisés pour la récupération assistée
du pétrole (EOR) et pour le nettoyage des déversements d’hydrocarbures pendant des
décennies. Toutefois, en raison de leur toxicité et leur résistance a la dégradation, les agents
tensioactifs chimiques peuvent provoquer de graves problémes environnementaux
(MULLIGAN, 2005). Les biosurfactants ont été testés pour EOR et ont démontrés leur
efficacité dans la récupération microbienne améliorée du pétrole (MEOR), ou leur toxicité et
leur biodégradabilité représentent des avantages.

MEOR est une technique qui permet de récupérer 1’huile résiduelle en utilisant des
microorganismes ou leur produits (BORDOLOI et KONWAR., 2008 ; AMANI et al.,
2010). Les rhamnolipides ont été trouvés des composés efficaces pour MEOR, et ils peuvent
modifier les propriétés physiques et chimiques du pétrole brut et de stimuler les interactions
huile-eau qui améliorent la récupération du pétrole (AMANI et al., 2010 ; 2013 ; AMANI,
2015).

Dans les discussions de la revue de BANAT (1995) et REIS et al., (2013), sur la
production de biosurfactants et la possibilité d’utilisation dans MEOR et la remédiation a la
pollution pétroliére les trois principales stratégies indiquées, impliquant 1’utilisation de
biosurfactants en MEOR sont: (i) I’injection des microorganismes produisant les
biotensioactifs dans un réservoir a travers le puits, avec la multiplication ultérieure des
microorganismes in situ dans les roches réservoirs ; (ii) I’injection de nutriments sélectionnées
dans un réservoir pour stimuler la croissance des microorganismes produisant les
biosurfactants indigenes ; et (iii) la production d’agent tensioactifs biologique dans des
bioréacteurs ex situ et leur injection ultérieure dans un réservoir.

Divers bactéries du genre Pseudomonas en particulier les souches de P.aeruginosa, sont
les bactéries les plus connues capables d’utiliser un certain nombre d’hydrocarbures
aliphatiques et aromatiques comme source de carbone et d’énergie. Ces bactéries peuvent
habiter les sols contaminés et d’améliorer la disponibilité et la biodegradation des composants
organiques (DAS et CHANDRAN, 2011 ; KADALLI et al., 2012 ; SAIKIA et al., 2012 ;
PUSKAROVA et al., 2013). Les biosurfactants jouent un double réle dans la biorémédiation
en augmentant la surface spécifique et la biodisponibilité des substrats hydrophobes, insoluble
dans I’eau (KASKATEPE et YILDIZ, 2016).
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I1 existe un grand nombre de publication de recherche sur I’efficacité¢ des rhamnolipides
dans la biodegradation ainsi que dans le nettoyage des sols contaminés avec de 1’essence et
d’autre hydrocarbures. A 1’origine ITOH et SUZUKI ont montré en 1972 que les milieux de
culture d’hydrocarbures ont stimulé la croissance d’une souche P. aeruginosa rhamnolipides
productrice. Des études ultérieures ont confirmées les effets des rhamnolipides sur la
biodegradation des hydrocarbures (ARINO et al., 1998) et ont indiqué que I’addition de
rhamnolipides améliore la biodegradation de 1’hexadécane, 1’octadecane, et le n-paraffine
dans un systéme de mélange de liquide hydrocarboné dans le sol. Le déversement de I’Exxon
Valdez est un exemple bien connu de I’utilisation de biosurfactant dans la biodegradation
(HARVEY, 1990).

ZHANG et MILLER (1997) ont étudié les effets de dispersion sur les rhamnolipides
octadecane et la biodegradation et ont montré que la minéralisation octadecane est passée de 5
a 20% dans les 84 heures en présence de 300 mg/L de rhamnolipides. VAN DYKE et al.
(1993) ont démontré une augmentation de 25 a 70% dans la récupération d’hydrocarbures a
partir d’un sol sableux limoneux contaminé et une augmentation de 40 a 80% dans la
récupération d’hydrocarbures a partir d’une glaise limoneuse lors de [’utilisation de
rhamnolipides de P. aeruginosa. RAHMAN et al. (2003) ont étudié la biodegradation des n-
alcanes dans les boues de pétrole contaminées par 87,4% d’huile et ont démontré que, avec
I’addition de rhamnolipides, C8-C11, C12-C21, C22-C31 et C32-C40 alcanes ont été
dégradés a 100%, 83-98%, 80-85% et 57-73%, respectivement, au bout de 56 jours. Plusieurs
¢tudes ont rapportées que les rhamnolipides sont efficaces dans 1’élimination / nettoyage des
métaux lourds en raison des interactions entre leurs groupes glycosidique polaires et des ions
métalliques.

Les interactions rhamnolipides avec des composés organiques augmentent la
biodisponibilité de celui-ci. Les agents tensioactifs rhamnolipidiques se sont réveélés étre
efficaces pour réduire la concentration d’hydrocarbures dans les sols contaminés, ainsi que
leur addition a une faible concentration (80 mg/L) a un systéeme diesel / eau augmenté la
croissance de la biomasse et la dégradation du diesel (WHANG et al., 2008).

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) polluent I’environnement et sont
des composés toxiques, mutagénes et carcinogeénes. Ils sont émis dans I’environnement en
tant que sous-produits de la transformation du charbon et par les déversements de pétrole. La
raison de la présence prolongéee des composés hydrophobes a grande masse moléculaire dans

des milieux aquatiques est leur faible solubilite.
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La faible solubilité aqueuse des HAP limite leur disponibilité pour les microorganismes.
Cela pose un probléme potentiel pour la biorémédiation d’une zone contaminée par ces
composés. Les biosurfactants accélerent 1’utilisation des composés hydrophobes en
augmentant la solubilité des HAP pour leur biorémédiation (CAMEOTRA et BOLLAG,
2003). DESCHENES et al. (1996) ont rapporte que les rhamnolipides sont plus efficaces que
le dodécylsulfate de sodium pour augmenter la solubilisation des HAP. DAZIEL et al. (1996)
ont montré dans leur étude que la production de rhamnolipides est responsable d’une
augmentation de la solubilité aqueuse du naphtalene.

ZHANG et al. (1997) ont étudié I’effet de deux formes de rhamnolipides sur la
dissolution et la biodisponibilité du phenanthrene et trouvé que le mono-rhamnolipide était
plus efficace que le di-rhamnolipide pour la solubilisation, mais le phenanthrene avec des
micelles mono-rhamnolipide était moins disponible que le phénanthréne avec des micelles di-
rhamnolipide. Donc, ils ont indiqués que ’effet d’un agent tensioactif sur la biodegradation
est une combinaison du pouvoir solubilisant de 1’agent tensioactif et la biodisponibilité du
substrat dans les micelles tensioactives. Dans une autre étude, il a été démontré que 1’ajout
d’un producteur de rhamnolipides, Pseudomonas spp. DS10-129, a augmenté le processus de
biorémediation dans un sol contaminée d’huile (RAHMAN et al.,, 2002). De méme,
STRAUBE et al. (2003) ont signalé que 1’ajout de la souche P. aeruginosa 64 a amélioré la
biorémédiation d’un sol contaminé par les HAP et le pentachlorophénol.

KUMAR et al. (2008) ont rapporté qu’un biosurfactant brut provenant de la souche
Pseudomonas DHT?2 isolée d’un sol contaminé par 1’huile a amélioré la solubilité des HAP
d’une maniére dépendante de la dose. MULLIGAN, (2009) a examiné dans les applications
environnementales détaillées de biosurfactants pour un nettoyage des sols hydrocarbonés et
contaminés par des métaux.

WEN et al. (2009) ont etudie I’utilisation de rhamnolipides pour la biorestauration des
sols contaminés par des Cd et Zn et ont indiqué que les rhamnolipides restent dans le sol assez
longtemps pour améliorer la phytoextraction métallique.

Dans une éetude de OBAYORI et al. (2009), les propriétés de biodegradation d’un
biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas sp LP1 ont été étudiés pour le pétrole
brut et le diesel. Les auteurs ont rapporté une dégradation de 92,34% du pétrole brut et
95,29% d’élimination de 1’huile diesel. GOZINI et al. (2010) ont observé que, avec
I’augmentation de la dose de rhamnolipides, I’efficacité d’¢limination du gasoil a augmentée

jusqu’a 86,7%.

Page 47



Chapitre 11 Les microorganismes producteurs

ZHANG et al. (2011) ont étudié I’effet des rhamnolipides sur la remise en état d’un sol
contaminé par le pétrole brut et le sel. Ils ont observé une nette baisse de la concentration
d’hydrocarbures pétroliers totaux (TPH) dans le sol lors de I’utilisation des rhamnolipides
pendant une période de remise en état de 30 jours, avec une réduction de TPH maximum de
86,97%. WANA et al. (2011) ont étudié I’adsorption sélective de I’hexachlorobenzéne (HCB)
a partir d’une solution de rhamnolipide dans du carbone actif en poudre (PAC) et ont observeé
que quand une solution a 25 g/L de rhamnolipides a éte appliqué le lessivage des sols de HCB
était de 55-71%, apres trois cycles de nettoyage et d’élimination de HCB par le PAC, il était
prés de 90%. PACWA-PLOCINICZAK et al. (2014) ont étudié une souche de
Pseudomonas sp P-1 isolée d’un sol contaminé par le pétrole pour son potentiel de
biorestauration et ont indiqué que la souche a la capacité de dégrader divers hydrocarbures
(hexadécane, le pétrole brut, et les fractions A5 et P3 du pétrole brut). Dans une autre étude
menée par GUDINA et al. (2015), avec des sous-produits agro-industriels (liqueur de mais et
de mélasse raide), les rhamnolipides ont présentés une meilleure performance pour éliminer le
pétrole du sable contaminé par rapport a deux agents tensioactifs chimiques (Enordet et
Petrostep).
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I11.Les Pseudomonas

I11.1. Caractéristiques générales

Le genre Pseudomonas est decouvert en 1894 par MIGULA, il appartient au phylum
des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, famille des pseudomonaceae, ordre des
pseudomonales (MOORE et al., 2006) (Tableau VIII). Ce sont des bactéries ubiquistes
particulierement abondantes dans les sols, les eaux, et souvent pathogénes des animaux et des
végetaux. Elles possédent plusieurs caractéristiques intrinséques qui les rendent
particulierement intéressantes pour une utilisation comme agents de lutte biologique. Ainsi
leur capacité a coloniser les racines et a y maintenir une forte densité de population est
remarquable (HAAS et KEEL, 2003). Sont des bacilles a Gram négatif de 0,5 a 1 um de
diamétre sur 1,5 a 5 um de long, mobiles et asporulées (BELL-PERKINS et LYNCH, 2002)
(Figure 17). Les différentes espéces de Pseudomonas sont divisées en cing groupes selon leur
ARNr. Le sous groupe des Pseudomonas fluorescents, appartenant au premier groupe
génomique, est certainement le plus étudié. Il se distingue par la production de pigments
jaune-vert fluorescents (pyoverdine ou pseudobactine) dans des conditions de carence en fer.
Les espéces appartiennent & ce groupe sont : Pseudomonas aeruginosa, espéce pathogene
pour I’homme, P. syringae, espece phytopathogene et P. fluorescens, P. putida, et P.
chlororaphis (= Pseudomonas aerufaciens) rassemblent des espéces saprophytes (HOFTE et
ALTIER, 2010).

Tableau V111 : Taxonomie de Pseudomonas (MOORE et al., 2006).

Régne Bacteria
Embranchement Prokaryota
Division Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
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Figure 17: Pseudomonas sp. (Liens 7).

Cette grande rhizocompetence vient de leur taux de croissance plus élevé que celui de la
plupart des autres bactéries ; et de leur capacité a utilisé une gamme de substrats trés large,
souvent issus des exsudats racinaires, comme source d’azote ou de carbone. De plus, elles
sont tres faciles a isoler et a cultiver au laboratoire et se prétent aisément aux manipulations
génetiques (MOORE et al., 2006).

Le nombre d’espéce a subi de nombreuses variations principalement dues a la
description de nouvelles especes et a divers changements de la définition du genre (Figure

18). Néanmoins, 188 especes sont actuellement répertoriées sur le site internet (voir liens 6).
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Figure 18 : Relations phylogénétiques entre les différents groupes des proteobacteries
contenant les genres bactériens actuellement ou anciennement (en gras) associés aux
Pseudomonas (BOSSIS et al., 2000).
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I11.2. Caractéristiqgues métaboliques

Le genre Pseudomonas est caractérisé par un metabolisme oxydatif et non fermentatif,
utilisant 1I’oxygéne comme accepteur final d’électrons, et méme quelques souches utilisent la
dénitrification (les nitrates sont parfois utilisés comme accepteur d’électrons ce qui permet
une croissance en anaerobiose). Les températures cardinales auxquelles les especes se
multiplient varient de 4° a 42°C, cette derniére est caractéristique de 1’espéce P. aeruginosa,
alors que la température optimale pour la croissance des especes saprophytes est située entre
28°C et 30°C. Toutes les espéces de ce genre ne peuvent croitre a pH inferieur a 4,5
(PALLERONI, 1984).

En raison de la richesse de leurs voies métaboliques, elles sont souvent capables de
résister a de nombreux antiseptiques ou antibiotiques ce qui explique leur présence de plus en
plus fréquente en milieu hospitalier ou elles peuvent étre isolées de 1’environnement humide
(EUZEBY, 2008).

Les espéces du genre Pseudomonas produisent une couche d’exopolysaccharide
entourant leurs cellules, la protégent de la phagocytose par les macrophages chez les
mammiféres. Cette couche d’exopolysaccharides (E.P.S) leur permet de former des biofilms,
grace auxquels elles peuvent rester collées aux surfaces, de telle manicre qu’il est difficile de
les déloger (VISCA et al., 2007). Ce genre produit beaucoup de polyhydroxyalcanoates et
d’alginates ainsi que d’autres substances métaboliques. Ce qui les rend d’un grand intérét
biotechnologique (HOLLOWAY, 1992).

111.3. Classification du genre Pseudomonas

Par définition, les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles a Gram négatif,
non sporulés, généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires, aérobies a
métabolisme strictement respiratoire et chimioorganotrophe. Mais cette définition ne permet
pas de les différencier des autres bactéries a Gram négatifs, et doit étre complétée par d’autres
caractéristiques phénotypiques (PALLERONI, 2008).
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111.3.1. Etapes de la classification

En 1960 STANIER et al. dans une approche de clarification de la taxonomie du genre,
ont publié un travail reportant les caractéristiques nutritionnelles de 267 isolats du genre ;
basé sur I’utilisation de 146 composés organiques, en plus d’autres tests considérés comme
déterminants dans la classification du genre. Dans la méme décennie, la découverte du
caractére de renaturation de ’ADN par MARMUR, a permis de confirmer la classification
phénotypique des Pseudomonas, par les essais d’hybridation ADN/ADN (COLWELL et
MANDEL, 1964 ; COLWELL etal., 1965 ; JOHNSON et ORDAL, 1968).

Le plus grand succes de la classification des Pseudomonas, selon les caractéres
génotypiques fut atteint par PALLERONI et ses collaborateurs. Qui ont classifiés ce groupe
bactérien en cinq sous groupes d’ARNT, sur la base d’homologies ARN/ADN (PALLERONI
et al., 1973). Toutefois ces sous classes d’ARNr sont phylogénétiquement trop éloignés, et
finalement seules les bactéries appartenant au groupe ARNTr | sont retenues dans le genre
Pseudomonas (PEIX et al., 2009).

Les principaux changements dans la taxonomie viennent de WOESE, qui proposa de
les classifier et de les identifier en fonction de leurs ARN ribosomaux (WOESE et al., 1984).
Toutefois ce nouveau schéma d’identification n’a pas été pris en considération dans I’édition
1994 du BERGEY’S MANUAL. Pourtant, c’est la classification phylogénétique basée sur les
génes codant ’ARNr 16S, établie par WOESE et al. (1984), qui a permis plus tard la
subdivision par KERSTERS et al (1996) des protéobacteries en 15 genres appartenant aux
classes a, B et y proposé par STACKEBRANDT et al. (1987).

En méme temps, Pseudomonas acidovorans et P. testosteroni inclus dans le groupe
ARNTr 111 sont reclassifiés en 1987 dans le genre Comamonas (TAMAOKA et al., 1987),
alors que les espéces P. flava, P. palleroni, P. taeniospiralis, P. pseudoflava et P.
carboxydoflava seront reclassifiés deux ans plus tard dans le genre Hydrogenophaga
(WILLEMS et al., 1989).

Depuis 1990, le séquencage du géne codant ARNr 16S a deébuté, et est appliqué pour
toutes les bactéries connus. Partiel au debut, mais plus tard des génomes entiers ont été
séquencés et déposés dans les banques de donnees. Le séquencage du gene codant I’ARNr
16S et le développement des modeles mathématiques des arbres représentant les similitudes
des séquences ont permis une classification phylogénétique des procaryotes (PEIX et al.,
2009). Et depuis, la reclassification des espéces initialement incluses dans les groupes ARNr
de PALLERONI continue.
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Les especes du groupe ARNr Il comme P. facilis, P. delafieldii et d’autres isolats
cliniques sont désormais reclassifiés dans le genre Acidovorax (WILLEMS et al., 1990), des
espéces phytopathogene comme P. avenae et P. catleyae ont aussi été reclassifiés dans ce
genre (WILLEMS et al., 1992). En effet, ces nouveaux genres sont inclus dans la classe des
beta-Proteobacteria, au méme titre que Burkholderia (YABUUCHI et al., 1992) et Ralstonia
(YABUUCHI et al., 1995). Ces deux derniers genres proviennent de la reclassification des
espéces du groupe ARNr Il comme P. cepacia (désigné comme espece type du genre
Burkholderia), P. mallei, P. pseudomallei, P. caryophylli, P.gladioli, P. pickettii et P.
solanacearum (YABUUCHI et al., 1992, 1995).

Le groupe ARNTr V, est phylogénétiquement le plus proche des vrais Pseudomonas
(ARNr groupe 1), Xanthomonas maltophilia reclassifies dans le genre Stenotrophomonas en
1993, mais appartenant a la classe des gamma-Proteobacteria (PALLERONI et
BRADBURY, 1993).

Dans la premiere décennie du nouveau millénaire, la révision taxonomique la plus
détaillée du genre Pseudomonas basée sur le séquencage du gene codant I’ARNr 16S, fut
entreprise par ANZAI et al. (2000).en analysant les séquences de 128 espéces de
Pseudomonas (certaines sont des souches de références), ils ont conclu que 57 seulement
appartenaient aux groupe des Pseudomonas sensu stricto; la comparaison de 1073
nucléotides les a subdivisées en 7 classes :

e Le groupe des P. syringae ;

e Le groupe des P. chlororaphis ;
e Le groupe des P. fluorescens ;

e Le groupe des P. putida ;

e Le groupe des P. stutzeri ;

e Le groupe des P. aeruginosa ;

e Le groupe des P. pertucinogena.

Depuis 1’an 2000, la reclassification continue toujours (Tableau 1X).

111.3.2. Classification contemporaine

L’édition actuelle du BERGEY’S (PALLERONI, 2005) compte de nombreuses
méthodes utilisées dans la classification des Pseudomonas. Ces méthodes révélent les efforts
fournis pour la caractérisation des espéces de Pseudomonas, incluant la sensibilité a certains
composeés, les caractéristiques génétiques et écologiques, le pouvoir pathogéne et la structure
antigénique (PEIX et al., 2009).
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Tableau IX : Les espéces appartenant actuellement au genre Pseudomonas (PEIX et al.,

2009).

P abietaniphil®
F. aeruginose*

P. agaric?

P alealigenes®

P. aleatiphil®

F. amygdal®

P anguilliseptica®
P, antarctica®

P argentinensis®
P. aspleni*

P avellange®

F. azotifigens®

F. azotoformans’
P baleariea®

P bereli*

P. borbori®

P boregpolis®

P brassicacearum”
P. brenner®

P eaeni®

P canrabing

F. caricapayee®
P cedrellg®

P. chloritidismutans®
P. chiororaphis*
P cichorit*

P cissicola®

P citroneltolis®

P congelans

P carrugnte’

P. costantnit’

P cremoricolorain®

P cudtrocienegasensis®
P. defiensis®

P. durifiave®

P extrermorientafis®
P. fieuserecrae®
P flavescens®

P flectens*

P fluorescens®
P fragf*

P. frederiksbergensis®
P fulvg®

P. fuscovaginae
I gelidicola®

P geniculata®

P pessardif®

P. graminis®

P, grimonti®

P puinege®

P. halophil*

D, indiea®

P japotiica®

P, jesseni®

P jinjuersis”

P kilonensis®

P knackmussi®
P koreensis®

P libanansis*

P lin?

P lundensis*
P.lurida®

P lutea”

P lutzole®

P. mandeli®

P, marginalis®

P. marincalo®

P. mediterranen®
P, meifoe*

P, mendocing®
P. meridiana®

P. migulae*

P. mohnii®

P, monzeili®

P mooref®

P. moraviensts®
P, mosselit*

P, mueidolens®
P, multiresinivorars®
P, nitroreducens®
P oleavorans®

F. orfentalis®

P. oryzihabitans*
P, otitidis®

P. pachastrelloe”
P, palleroniand®
. panacis”

P, panipatensis®
P, parafulva®

P, pell®

P. pertucinagena®
P. pictorum®

P. plecoglossicida®
. poge”

P. pohangensis®
P. proteolytica®

P. pseucoalealigenss®
P, psychrophila®
P, psychrotolerans”
P, putida*

P, teinskel”

P, esinovorans®
P. thizogphaerae®
P. thodesiae*

P, sabulinigri®

P, salomonif®

P, savastanot®

P, segeris®

P, simige”

P straminea®

P stutzerf*

P! synaantho®

P, syringae*

P, metrolens®

P, thermotolerans®
P, thivervalensis®
P. inlaasit*

P, tremae*

P, triviglis”

P, womuerensis®
P, umspngensi®
P, vancouverensis®
P varonif*

P viridiflava®

P vranovensis
P, santhomaring”
P. siarmenensis’

P, uinjiangensis”

a: especes inclues dans le BERGEY’S MANUAL (PALLERONI, 2005); b : especes
décrites aprés la publication du BERGEY’S MANUAL (2005) ; ¢ : espéces décrites avant la
publication du BERGEY’S MANUAL (2005) qui n’ont pas été incluses dans cette édition

mais dont les noms sont validés (PEIX et al., 2009).

I11.4. Distribution écologique

Les espéces de Pseudomonas décrites durant la derniere décennie montrent que c’est

I’'un des genres bactériens les plus ubiquistes dans le monde, et différents espéces ont eté

isolées de niches écologiques diverse. En effet, P. plecoglossicida est un pathogene de

poissons (NISHIMORI et al., 2000) ; P. salomonii et P. palleroniana sont des especes

phytopathogene (GARDAN et al., 2002) ; P. simiae a été isolé d’un échantillon clinique de

singe (VELA et al., 2006) et P. costantinii est un pathogéne de champignons comestibles

(MUNSCH et al., 2002).
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D’autre sont des bactéries associées aux racines, et ont été isolés de différentes plantes
P. brassicacearum et P. thivervalensis isolés respectivement de plantes d’ail et de riz
(ACHOUAK et al., 2000). P. rhizosphaerae, P. lutea et P. argentinensis isolé de la
rhizosphére de I’herbe (PEIX et al., 2003, 2004, 2005).

Certaines ont été isolés de la phyllosphére des plantes, c’est le cas de P. lurida de la
phyllosphére de I’herbe (BEHRENDT et al., 2007). Quelques especes ont été isolées
d’écosystémes marins comme c’est le cas de P. marincola (ROMANENKO et al., 2008), ou
encore d’écosystémes désertiques P. duriflava (LIU et al., 2008), P. guineae, une bactérie
psychrotolérante du sol de I’antarctique (BOZAL et al., 2007), P. thermotolerans, qui peut
croitre a 55°C isolée d’échantillons animaux (MANAIA et MOORE, 2002).

Cette distribution mondiale semble étre due a une adaptabilité physiologique et
génétique élevée (SPIERS et al., 2000). La clé de cette adaptabilité de souches individuelles a
de tels environnements, est la présence chez ce genre bactérien de nombreux ilots

génomiques, c’est le cas de la souche P. aeruginosa PSE9 (BATTLE et al., 2009).
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Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie situé au
niveau de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO). Il a pour objectif la
caractérisation du ou des biosurfactant(s) produit(s) par une souche microbienne appartenant

au genre Pseudomonas.
. Matériel et méthodes

I.1. Matériel biologique
Pour la réalisation de nos expériences, nous avons utilisé une souche bactérienne du

genre Pseudomonas qui a été sélectionnée dans le cadre de travaux précédemment réalises.

1.2. Milieux et conditions de culture
Pour cela nous avons utilisé des milieux de culture spécifiques que nous avons préparé
nous-mémes, leur compositions est indiquée en annexes :
a) Milieux utilisés pour la production et la caractérisation de(s) biosurfactant(s)
—  Milieu mo(t de dattes.
—  Gelose au sang (Annexe 111).
b) Milieux utilisés pour I’entretien de la souche
—  Bouillon cceur cervelle (BHIB) (Annexe I) ;
—  Bouillon nutritif (BN) (Annexe I) ;
—  Gélose nutritive (Annexe 1) ;

—  Milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1) ;

1.3. Matériel physique (appareillage)
— Etuve (BINDER modeéle Fd 53, 7124) ;
— Etuve (MEMMERT modele U200) ;
— Bain marie NUVE, NB9) ;
— Four a moufle (Controller B 170, Nabertherm) ;
— Spectrophotometre UV-visible (UV- 9200, UV-VIS Spectrophotometer) ;
— Spectrophotometre a transformée de Fourier (BRUKER, ALPHA) ;
— Autoclave (SE 105 /S.N webeco);
— Agitateur magnétique avec plaque chauffante ;

— pH meétre (inoLab pH level 1).
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I1. Méthodologie de travail

11.1. Revivification de la souche bactérienne

Cette opération a été realisée dans des tubes a essai, les uns contenant le bouillon BHIB
et les autres contenant le bouillon nutritif (BN) préalablement autoclavés a 120°C pendant 20
min.

L’incubation s’est faite dans I’étuve (BINDER modele Fd 53, 7124) & 37°C pendant 24

a 48 heures.

11.2. Ensemencement de la souche sur gélose nutritive

Les cultures issues de 1’étape de revivification ont servi a I’ensemencement de la souche
revivifiée dans les boites de Pétri contenant la gélose nutritive. L’incubation a été effectuée a
37°C pendant 24 heures.

11.3. Repiquage des souches
Cette opération peut étre réalisée sur des boites de Pétri ou sur bouillon.
Aprés I’apparition des colonies sur les milieux solides, nous avons procéder a leur

repiquage sur des milieux neufs (BN, BHIB).

I11.4. Etude des caractéres culturaux de la souche

L’objectif de cette étude est de vérifier la pureté de la souche utilisée.

11.4.1. Etude macroscopique
C’est la premiére étape qui oriente le processus d’identification des bactéries. Elle porte
sur la description de colonies obtenues sur le milieu solide en se basant sur les caracteres
morphologiques. L’observation a I’ceil nu est basée sur les éléments d’identifications donnés
par THOMA et al. (1970) :
e Laforme des colonies : circulaire, ondulée, filamenteuse.
e La taille des colonies: punctiforme (moins de 1 mm de diametre), non
punctiforme (supérieure a 1 mm).
e Lachromogénése : couleur de pigment.
e  L’opacité : transparente, translucide ou opaque.
e  Elevation : colonie plate, convexe ou concave.
e  L’aspect de la surface : lisse, séche, rugueuse, brillante ou émoussée.

e  L’aspect du contour : régulier ou non (denté, étoilé...).
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e Laconsistance : visqueuese ou non visqueuse.

e  L’odeur : présence ou absence, et sa nature.

11.4.2. Etude microscopique
Plusieurs étapes ont été réalisées pour 1’étude microscopique, et chacune d’clle doit

fournir un certain nombre d’informations pour 1’élaboration du résultat final.

11.4.2.1. Coloration de Gram

C’est la coloration de base en bactériologie qui permet de distinguer deux types de
bactéries : Gram positif et Gram négatif, et les différencier d’aprés leur morphologie, cette
distinction est fondamentale pour leur identification.

En effet, le violet de gentiane se fixe sur des composants cytoplasmiques et apres ce
temps de coloration, toutes les bactéries sont violettes. Chez les bactéries a Gram négatif, la
paroi, riche en lipides, laisse passer 1’alcool (ou le mélange alcool + acétone) qui décolore le
cytoplasme alors que, chez les bactéries a Gram positif, la paroi constitue une barriere
imperméable a 1’alcool et le cytoplasme demeure coloré en violet (BENT MOHAMED et
SIDI BABA, 2007).

11.4.2.2. Reéactifs
e  Violet de gentiane
e Lugol (iodo-ioduré de potassium)
e  Alcool & 95%.

e  Safranine (ou Fushine).

11.4.2.3. Mode opératoire
e  Réaliser un frottis et le fixer a la flamme ;
e  Verser le violet de gentiane sur la lame ; laisser en contact 1 minute ;
e Jeter le colorant et finir de la chasser par la solution de lugol ; laisser agir le
lugol environ 1 minute ;
e  Jeter le lugol et faire couler de 1’alcool sur la préparation pendant 30 secondes;
rincer immédiatement a 1’eau ;
e  Recouvrir la préparation de Safranine, laisser agir environ 1 minute. Laver
abondamment ;

° Sécher au-dessus de la flamme d’un bec benzéne.
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I1.5. Préparation du milieu moQt de dattes

11.5.1. Protocole de préparation

La préparation du milieu modt de dattes passe par plusieurs étapes :

(1,0 Kg de dattes / 4,0 L d’eau distillée)
e Laver les dattes avec de 1’eau distillée pour éliminer les impuretés ;
e  Séparation de la graine de la chaire ;
e  Couper la chaire en petits morceaux a laide d’un couteau ;
e  Peser: 300,0 g des morceaux de dattes ;
e  Mettre dans un Erlenmeyer et ajouter 1200,0 mL d’eau distillée ;
e  Mettre dans un bain marie (NUVE, NB9) et mesurer la température a (75-
80°C) et la maintenir a cette température pendant 45 min en agitant en continue ;
e  Apres les 45 min filtrer le jus de dattes obtenu a 1’aide d’une bande a gaz ou
d’une passoire pour séparer les débris de cellulose de la phase riche en sucres, qui
est dilué avec de I’eau distillée pour obtenir les concentrations des sucres
réducteurs ;
e  Apreés filtration, neutraliser le pH du milieu obtenu ;
e Mettre dans les flacons et mettre dans I’autoclave a 120°C pendant 20 min
(OULD EL HADJ et al., 2006).

I11. Caractérisation physico-chimique du moQt de dattes

I11.1. Mesure de la densité apparente du milieu moQt de dattes
La densité apparente est définie comme étant le rapport entre la masse de 1’échantillon a

analyser et son volume apparent (Equation 2).

d=m/V Equation 2

d : densité apparente ;
m : masse (q) ;
V : volume (ml).
Dans notre cas, la mesure a porté sur un volume de 100,0 ml de moQt de dattes apres

détermination de la masse (100,06 g).
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I11.2. Mesure du taux de matiere seche (TMS)

Le séchage du milieu moQt de dattes a été réalisé en introduisant 20,0 ml du milieu dans
des coupelles destinées pour le séchage (la mesure a été effectuée en réalisons trois essais) et
mis dans I’étuve (MEMMERT modele U200) a 105°C pendant 24 heures.

Apreés avoir séché, le rapport matiere seche / matiere fraiche a été déterminé selon

I’Equation 3.

TMS (%) = (MS/ MF) x 100 Equation 3

MS : matiére séche ()
MF : matiere fraiche (g) ;

TMS : taux de la matiere seche (%).

111.3. Mesure du taux de cendres

Aprés avoir effectué le séchage, les coupelles séches (les trois essais) sont mises dans
un four a moufle (Controller B 170, Nabertherm) pendant 1 heure a 600°C.

Et le rapport cendre / matiere seche a été déterminé (Equation 4).

T=C/MS Equation 4
T : taux de cendre ;

C : cendres (9) ;
MS : matiéere séche (g).
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111.4. Dosage des sucres réducteurs et des protéines

111.4.1. Dosage des sucres réducteurs (méthode a I’acide dinitrosalicylique)
Le réactif au DNS (acide dinitrosalicylique) est un mélange de deux solutions :
e  Solution 1 : dissoudre 300,0 g de tartrate de sodium et de potassium dans 500,0
ml d’eau distillée.
e  Solution 2 : dissoudre 10,0 g de DNS dans 200,0 ml de soude a 2 N.
Mélanger extemporanément les solutions let 2 et compléter a 1 L avec de I’cau
distillée.
Apreés avoir préparé la solution de DNS, on a réalisé la courbe d’étalonnage (BOULAL et al.,
2013).

I11.4.1.1. Gamme d’étalonnage
Dans une série de six tubes a essai :
e Onintroduit 0;0,2;0,4;0,6;0,8et1,0ml de solution étalon a 0,45 g/L de
glucose.
e  Oncompléte a 1 mL avec de I’eau distillée.
e  On ajoute 2 mL de réactif au 3,5-dinitrosalicylate.
e  Trois essais ont été réalisés pour chaque tube.
Tous les tubes, boucheés, sont portés au bain-marie bouillant (100°C) en méme temps
exactement cinq minutes, puis ils sont refroidis dans un bain d’eau glacée. On compléte
chaque tube a 10,0 ml avec de I’eau distillée. On homogénéise et on laisse reposer 15 minutes

a température ambiante.
Les lectures des densités optiques sont réalisées a 540 nm contre le blanc réactif.

111.4.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

111.4.2.1. Protocole
a) Préparation du réactif de Bradford
e 12,5mg de bleu de Coomassie ;
e 12,5mL de méthanol ;
e  25mL d’acide phosphorique ;
° 212,5mL d’eau distillée.
Mé¢élanger ’acide phosphorique avec 1’eau distillée, ajouter le méthanol puis les

mélanger avec le bleu de Coomassie (MINT EL MOUKHTAR, 2010).
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b) Préparation de la solution de BSA
La solution mére de Serum Albumine (BSA) a 2 g/L (2 mg/mL), est obtenue par la
solubilisation de 40,0 mg de la BSA dans 20,0 mL d’eau distillée.

c) Préparation des dilutions de la solution mere de BSA

Volume totale = 2,0 mL par dilution

N° tube 1 2 3 4 ) 6
[BSA] 0 0,25 0,5 1,0 14 2,0
(mL)

Eau 2,0 1,75 0,5 1,0 0,6 0
distillée
(mL)

d) Préparation de la gamme étalon

Nous avons utilisé 6 points pour tracer la droite pour un volume total de 3,1mL par

échantillon.
N° tube Volume BSA en mL [BSA] dilution Réactif de Bradford
(mg/mL)

1(blanc) 0,1 0 3
2 0,1 0,25 3
3 0,1 0,5 3
4 0,1 1,0 3
5 0,1 1,4 3
6 0,1 2,0 3

La lecture de I’absorbance (a 594 nm) de chaque tube se fait contre le blanc (tube ne

contenant pas la protéine).

e) Mesure de la concentration d’un échantillon inconnu
Pour évaluer la concentration d’un échantillon, il suffit alors d’utiliser le méme volume
que celui utilisé¢ pour les points de la gamme (volume total et volume du réactif), d’en lire
I’absorption @ 594 nm au spectrophotomeétre puis d’en reporter la mesure sur la courbe étalon

qui nous donnera la concentration correspondante.
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I11.5. Test d’antibiogramme

La technique consiste a utiliser des disques imprégnés de biosurfactant(s) (0,015g de
biosurfactant dans 3,0 mL d’eau distillée).

Dans notre cas les disques ont été préparés a partir de papier Whatman (n°1, diametre 5)
imbibés par les solutions de(s) biosurfactant(s) extrait(s) a partir du moQt de fermentation. Les
disques sont déposé par la suite a la surface d’une gélose (MH) uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie a tester (deux souches bactériennes pathogene de
référence : E. coli ATCC25922 (1,491.10° UFC/mL) ; Staphylococcus aureus ATCC43300
(1,433.10° UFC/mL) et trois souches de provenance hospitaliéres Staphylococcus Sp
(1,533.10" UFC/mL); E. coli (1,491.10" UFC/mL) ; Klebsiella Sp (1,466.10" UFC/mL)), aprés
incubation dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures, il apparait des zones claires autour de
quelques disques ayant des diametres variables, ce sont des zones d’inhibition ou de
sensibilité. A 1’aide d’une régle graduée, on a mesuré¢ le diametre des zones d’inhibition

(Figure 19).

Boite de Pétri

Souches test

M ilieu de culture gélosé
(milieu NITH)

Dis que imbibé
de la solution de
biosurfactant

Zone d’hinibition

Croissance
microbie nne

Figure 19 : Illustration de la méthode d’antibiogramme sur boites de Pétri (ZAIKA,
1988).
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IV.Cinétique de production de(s) biosurfactant(s) sur le milieu moGt de dattes

IV.1. Pré-culture

La pré-culture a éteé réalisée dans un Erlenmeyer de 100,0 mL contenant 50,0 mL du
milieu modt de dattes et ensemencée avec 1 mL de la suspension bactérienne (1,5.10°
UFC/mL) et incubée sous agitation a I’aide d’un agitateur magnétique (50 tr/min) pendant 48

heures.

IV.2. La culture réalisée avec le milieu moQt de dattes

La culture a été réalisée dans un Erlenmeyer de 500,0 ml contenant 250,0 ml du milieu
modt de dattes ensemencé avec 50,0 ml de la pré-culture, I’incubation a été effectuée a
température ambiante (22,733°C + 1,048°) sous agitation (150 tr/min) pendant 5 jours
(Figure 20).

DELHOUNM. D (m‘
™

Figure 20: Exemple de culture réalisée avec le milieu contenant le moQt de dattes.

A T’issu de cette période d’incubation, la culture obtenue a fait I’objet des mesures

suivantes :

IV.2.1. Mesure de la densité optique

La mesure de la croissance bactérienne a eté réalisée en mesurant la densité optique
(DO) au moyen d’un spectrophotomeétre UV-visible (UV—- 9200, UV-VIS Spectrophotometer)
a une longueur d’onde de 600 nm. Cette mesure est considerée comme indicateur biologique
direct.

Rappelons que la mesure de la densité optique est basée sur la loi de Beer-Lambert :

(Equation 5).
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A=log (I¢/ I) = €E.1.C Equation 5

A : densité optique.

lo : intensité de la lumiere incidente.

| : intensité de la lumiere émergente.

€ : absorption molaire (absorption d’une solution ¢ = 1 mol/l dans une cuvette de dimension
de I =1 cm) [L/ mole.cm].

C : concentration molaire [mole/L].

| : épaisseur de la cuvette [cm].

La loi de Beer-Lambert est valable seulement pour les solutions suffisamment diluées.

1V.2.2. Détermination de I’index d’émulsion E4

L’index d’émulsion permet de vérifier la capacité des souches a émulsionner une phase
hydrophobe (Gasoil) dans une phase hydrophile (le milieu de culture).

Le test consiste a mélanger 2 mL du milieu de culture (surnageant) (centrifugation 3000
tr/ 20 min) avec 2 mL de gasoil (trois essais ont été réalisés). Les tubes sont agités au vortex
pendant 2 min.

Aprés homogénéisation des deux phases, les tubes sont laissés au repos pendant 24
heures a température ambiante (BODOUR et al., 2004) (Figure 21).

— e

Ht He

—
Témoin  Test positif

0

Phase emulsifiee

« (zasoil

e Mout de fermentation

Figure 21: Test d’emulsification Ej,.
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— Calcul de I’index de I’emulsion E»,4

C’est le rapport de la hauteur de I’emulsion formée sur la hauteur totale du mélange
multiplié par 100 (Equation 6).

Equation 6
E,q = (He / Ht) x 100

He : hauteur d’émulsion (cm) ;

Ht : hauteur totale (cm).

I1VV.2.3. Mesure du foaming (mousse)
La hauteur de la mousse formée par le(s) biosurfactant(s) présent(s) dans le milieu de

culture est déterminée par I’agitation du surnageant pendant 2 min, comme indiqué par

MOHAMMED, 1997 ; et elle est calculée par I’Equation 7.

Foaming = (hauteur de la mousse formee /hauteur totale) x 100 Equation 7

1V.2.4. Test de I’activité de nettoyage du biosurfactant

Pour déterminer si le ou les biosurfactant(s) produit(s) possede(nt) une activité de
nettoyage on a réalisé le test décrit par PRUTHI et CAMEOTRA, 2000 mais modifié par
rapport au volume utilisé.

La paroi interne d’un bécher de 10,0 mL a été imbibé avec de I’huile de moteur neuf
(Rebex LUBRIFIANTS, CHABA HD40), puis 10,0 mL du milieu de culture centrifugé (a
3000 tr/ 20 min) ont été introduits, le tout a été agité pendant 1 min et laissé reposer pendant 6
heures. La capacité de nettoyage est exprimée par la mesure de la hauteur de la paroi du
bécher débarrassée d’huile.

Des essais témoins (milieu neuf (témoin négatif) et solution de SDS (témoin positif))
ont éte réalisés dans les mémes conditions, en utilisant le méme volume et la méme huile de
moteur, sauf que les milieux différent (I’'un étant le milieu neuf et 1’autre étant de la solution
de SDS a 0,2%), les conditions de centrifugation du milieu neuf (3000 tr/20 min) ainsi que

I’agitation et le temps de repos des béchers étant le méme que celui du le milieu de culture.
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IV.2.5. Détermination de la stabilité de I’émulsion
La stabilité de I’émulsion formée par le(s) biosurfactant(s) a fait 1’objet de tests portant

sur I’effet de deux facteurs physicochimiques que sont le pH et la température.

IV.2.5.1. Effet du pH
Ce test a été décrit par CAMERON et al. (1988). Il consiste a étudier 1’effet du pH (2, 6,
10, 14) sur la valeur du Ey,.

IVV.2.5.1.1. Protocole
— Centrifugation du milieu de culture modt de dattes (3000 tr/20 min).
— Récupération du surnageant
— 2,0 mL du surnageant ont été pris et pour lesquels le pH est ajusté et maintenu a la
valeur souhaité (exemple pH = 2) a I’aide de HC1 concentré ou de NaOH 2N.
— 2,0 mL de gasoil ont été ajouté aux tubes contenant les 2,0 mL du surnageant pour
lesquels le pH été ajusté et maintenu.
— Agitation du mélange a I’aide d’un vortex pendant 2 min.

— Aprés homogénéisation des deux phases, les tubes sont laissés au repos pendant

24 heures a température ambiante.

— I’index d’émulsion Ey4 a été calculé pour chaque tube du milieu de culture.

1V.2.5.2. Effet de la température
Ce test consiste a étudier 1’effet de la température (4°C, 26°C, 50°C, 120°C) sur la
valeur du Ep,.

1VV.2.5.2.1. Protocole
— Centrifugation du milieu de culture modt de dattes (3000 tr/20 min).
— Récupération du surnageant
— 2,0 mL du surnageant ont été pris et pour lesquels la température est maintenue a
la valeur souhaité (exemple T = 50°C) pendant 60 min.
— 2,0 mL de gasoil ont été ajouté aux tubes contenant les 2,0 mL du surnageant pour
lesquels la température été maintenue.
— Agitation du mélange a I’aide d’un vortex pendant 2 min.
— Aprés homogéneisation des deux phases, les tubes sont laissés au repos pendant

24 heures a température ambiante.
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— P’index d’émulsion Ey4 a été calculé pour chaque tube du milieu de culture modt
de dattes.

V. Caractérisation des biosurfactants produits pour le milieu moQt de dattes

V.1. Test de la gélose au sang (test d’hémolyse)

La méthode de la gélose au sang est largement utilisée pour cribler la production de
biosurfactants, plusieurs études ou cette méthode a été employée sont rapportées dans la
littérature (RODRIGUES et al., 2005). Brievement, la souche a été ensemencée sur des
boites de gélose au sang et incubées pendant 48 heures a 37°C ou 31°C. Les boites ont été
inspectées visuellement pour les zones de dégagement autour des colonies. Le diamétre des

zones claires dépend de la concentration du biosurfactant produit par la souche.
V.2. Méthode de détection et d’analyse de rhamnolipides

V.2.1. Méthode qualitative

Le test de la chute écroulé (JAIN et al., 1991) est une méthode sensible pour le
dépistage rapide de la production de rhamnolipides par différents isolats. Ce dosage consiste a
appliquer une goutte de surnageant de la culture bactérienne a tester sur une plaque de
polystyrene contenant des puits peu profonds recouvert d’huile. La gouttelette se répandra sur
I’huile que si la culture échantillon de surnageant contient des rhamnolipides. Une approche
similaire est utilisee dans ’essai d’étalement d’huile, dans lequel une goutte de surnageant
bactérien est ajouté au-dessus d’une interface eau / huile (MORIKAWA et al., 2000). La
présence d’une molécule tensioactive provoquera la repoussée de I’huile, en formant une zone
de compensation, dont le diamétre peut étre corrélé avec 1’activité des composés tensioactifs
dans le surnageant.

Une approche plus précise sur la base des propriétés tensioactives des rhamnolipides
est la mesure directe de la tension superficielle des bouillons de culture. Cette méthode est
typiquement realisée avec un tensiometre DuNouy-type, qui mesure la force nécessaire pour
tirer un anneau métalliqgue mince sur la surface de la solution. La mesure de la tension
superficielle apres dilution successive de la solution, donne la concentration a laquelle la
tension de surface commence a augmenter et fournit la concentration micellaire critique
(CMC), ce qui est spécifique a chaque agent tensioactif. Par conséquent, le degré de dilution
nécessaire pour atteindre la CMC permet la quantification de 1’agent tensioactif dans la

solution (CMD - dilution micellaire critique).
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Toutefois, cette méthode souffre de certains inconvénients, car elle est fastidieuse et
pas applicable au criblage a haut débit (ABDEL-MAWGOUD et al., 2011).

En outre, comme pour tous les tests indirects antérieurs basés sur la tension
superficielle, elle sera affectée par la présence de composés tensioactifs autres que les

rhamnolipides.

V.2.2. Méthode quantitative
La quantification des rhamnolipides peut étre réalisée au moyen de stratégies

différentes.

Methodes spectrophotométriques

L’une des méthodes les plus utilisées pour la quantification des rhamnolipides est le test
d’orcinol. 11 consiste a chauffer les solvants d’extraction obtenus de surnageant de culture en
présence d’acide sulfurique et d’orcinol (1,3-dihydroxy-5-méthylbenzene). Le groupe
rhamnose de rhamnolipides est hydrolysé et transformé en furfural de méthyle, qui réagit
ensuite avec 1’orcinol pour produire une couleur bleu-vert qui peut étre mesurée par
spectrophotomeétrie a 421 nm (CHANDRASEKARAN et BEMILLER, 1980 ; KOCH et
al., 1991).

Une courbe standard est préparée avec le rhamnose, ou de préférence avec un mélange
rhamnolipides standard pour la quantification. Lorsque le rhamnose est utilisé pour établir la
courbe d’étalonnage, un facteur de correction doit étre appliqué pour compenser la masse
supplémentaire de la partie lipidique des rhamnolipides. DEZIEL et al. (2000) calculaient un
facteur de correction de 2,25. Un probléme avec cette approche est que le résultat variera en
fonction de la proportion de mono a di-rhamnolipides de la culture a analyser. Une variante
du test de I’orcinol utilise anthrone (9,10-dihydro-9-oxoanthracéne) au lieu de 1’orcinol pour
créer un colorant qui peut étre quantifié¢e a 625 nm (HELBERT et BROWN, 1957 ;
HODGE et HOFREITER, 1962).

La méthode quantitative basée sur I’interaction de bleu de méthylene, le CTAB et
rhamnolipids, comme cela est illustré dans 1’essai d’agar CTAB, a été décrite recemment. Elle
consiste a extraire les rhamnolipides dans du chloroforme auquel on ajoute les deux autres

produits chimiques, et le complexe formé est détectée a 638 nm (PINZON et JU, 2009b).
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V.3. Test phénol - acide sulfurique

Le phénol en présence de I’acide sulfurique peut étre utilisé pour le dosage quantitatif

des sucres et leurs dérivés méthylés. C’est une méthode colorimétrique proposée par
DUBOIS et al. (1956).

V.3.1. Protocole utilisé pour réaliser ce test

Dilution de 0,015 g de biosurfactant extrait dans 2,0 mL d’ecau distillée

stérilisée ;

Dilution de cette solution a 1/10;

2,0 mL de la solution ont été pris et mis dans un tube a essai propre ;
1,0 mL de phénol a 5% ont été ajoutés ;

5,0 mL d’acide sulfurique a 98% ont été ajoutés ;

Agitation du mélange a 1’aide d’un vortex ;

Les tubes sont portés a ébullition pendant 15 min dans de 1’eau bouillante au

bain marie ;

la densité optique a été mesurée a laide d’un spectrophotométre a la longueur

d’onde 480 nm.

V.4. Test a la Ninhydrine

Le test a la Ninhydrine est utilisé comme révélateur de composés protéiques et/ou des

acides aminés. Pour pouvoir caractériser le(s) biosurfactant(s) produit(s) et pour savoir si il(s)

est (sont) de nature protéiques, on a réalisé le test a la Ninhydrine.

V.4.1. Protocole

Préparer une solution de biosurfactant(s) : 0,015 g de biosurfactant dans 2,0

mL d’eau distillée stérilisée ;

Ajouter 3 gouttes de la solution de Ninhydrine a 0,5% ;

Porter les tubes a ebullition au bain marie pendant 4 min, jusqu'a observation

du changement de la couleur du mélange.
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V.5. Test de croissance des lentilles
Pour voir si le(s) biosurfactant(s) produit(s) a une influence sur la croissance des
lentilles, on a réalisé le test de croissance de ces dernieres sur boites de Pétri on les arrosant
avec une solution de biosurfactants dissout dans de I’cau distillée. Et pour cela on a suivi le
protocole suivant :
e 50,0 g de sol ont été stérilisé dans 1’autoclave a 120°C pendant 20 min ;
e 0,02 g de biosurfactant extrait ont été dissoute dans 50,0 mL d’eau distillée ;
e 30 graines de lentilles ont été bien nettoyé et mise dans une boite de Pétri et
recouvertes de sol, puis arrosee avec la solution du biosurfactant ;
e Lacroissance a été suivie durant 7 jours pour le biosurfactant et pour le témoin
(ne comportant pas de biosurfactant), en mesurant la hauteur des germes obtenus a

I’aide d’une regle.
V.6. Analyse par Infra Rouge FTIR

V.6.1. Extraction du biosurfactant
Les biosurfactants sont extraits en utilisant la méthode de SILVA et al., (2010). Selon le
protocole suivant :

e Le biosurfactant est extrait du milieu de culture apres élimination des cellules
bactériennes par centrifugation a 5000 tr/30 min ;
e Le pH du surnageant est ajusté a 2,0 avec du HCI, et le méme volume de
chloroforme (CHCI3)/ méthanol (CH3OH) (2 :1) est ajouté ;
e Le mélange est vigoureusement agité pendant 15 min permettant la séparation des
phases ;
e La phase organique est enlever, et I’opération est répétée deux fois ;
e Le produit est concentré dans la phase organique en utilisant le Rota-vapeur ;
e Le produit visqueux jaunatre obtenu est dissout dans le méthanol et concentré

encore par solvant a 45°C.
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V.6.2. L’analyse par infra rouge
La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR : Fourier Transformed

InfraRed spectroscopy) est une méthode d’analyse chimique qui est basée sur I’absorption
d’un rayonnement infrarouge par le matériau a analyser. Elle permet, par la détection de

vibrations caractéristique des liaisons chimiques, d’effectuer 1’analyse des molécules

présentent dans le matériau.

L’appareil de mesure est un "spectrophotométre a transformée de Fourier" (BRUKER,
ALPHA). 11 projette sur 1’échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs

d’onde auxquelles le matériau absorbe, ainsi que les intensités de cette absorption (Figure

22).

DELHOUNM. D (2016)

Figure 22: Spectrophotométre infra-rouge a Transformée de Fourier (BRUKER, ALPHA).
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V.6.2.1. Protocole

- Une quantité de 100,0 a 130,0 mg de KBr est pesée ;

- 1,0 a 3,0 mg de notre échantillon a analyser ont été ajouté ;

- Mélanger le tout pour avoir une poudre bien homogéne ;

- Mettre cette derniére dans le dispositif de compression pour obtenir un disque plat
formé de la poudre ;

- Le disque est porté sur la plague du spectrophotomeétre infra-rouge a transformée
de Fourier ;

- Le spectrophotometre a été ensuite mis sur le blanc ;

- L’échantillon est fait passer au spectrophotométre ;

- Les résultats sont donnés sous formes de différents spectres chacun correspondant

a des longueurs d’ondes différentes (Figure 23).

Reéactif du KBR Dispositif de compression

Plaque du spectrophotomeétre Analyse de 1'échantillon au spectrophotomeétre FTIR

Figure 23: Les différentes étapes de ’analyse FTIR.

Page 73



Chapitre 1V
Résultats et Discussions



Chapitre IV Résultats et Discussions

I. Etude des caractéres microscopiques de la souche

L’observation microscopique a été réalisée apres la coloration de Gram. Les résultats
obtenus sont représentés dans le Tableau X et la Figure 24.

A Dissue de cette coloration, on a distingué des bactéries colorées en rose, elles sont
donc Gram négatif, de forme bacillaire. La morphologie microscopique de la souche suggéere
qu’elle appartient au genre Pseudomonas sp. (YIN et al., 2009).

Tableau X: Observation microscopique de la souche.

Critere Coloration de Gram
Arrangement Forme des cellules Gram
Souche Isolés, diplo et amas Bacilles Négatif

Figure 24: Résultat de la coloration de Gram.

e Etude des caractéres macroscopiques de la souche

Forme et taille des colonies Ondulée et punctiforme
Chromogénése et opacité des colonies Jaunétre et translucide
Elévation des colonies Convexe
Aspect de la surface et du contour des colonies Lisse a bord régulier
Consistance et odeur des colonies Visqueuse avec une odeur désagréable
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Il. Caractérisation physico-chimique du milieu moQt de dattes
Les résultats de la caractérisation physico-chimique du milieu modt de dattes sont

présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI: Résultats de la caractérisation physico-chimique.

Densité Taux de matiére séche Taux de
(TMS) (%) cendre (%)
Moyenne 1,006+0,0000 13,509+0,3811 0,017+0,0007

La densité du milieu est estimée a 1,006 pour un volume de 100,0 mL du milieu, Le
taux de matiere séche (TMS) pour le milieu est estimé a 13,509% + 0,3811 et le taux de
cendre est estimé a 0,017% + 0,0007.

11.1. Mesure du pH du milieu moQt de dattes

La mesure du pH pour le milieu nous a permis d’obtenir les résultats ci-dessous :

Tableau XI1 : Mesure du pH du milieu moQt de dattes

pH Avant ajustement Apres ajustement
Moyenne 5,385+0,0636 6,81+0,3818
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I11. Cinétiques de croissance de la souche bactérienne et de production de

biosurfactants sur le milieu moUt de dattes

Les cinétiques de croissance de la souche et de production de biosurfactants sur le
milieu modt de dattes, ont été réalisées en mesurant la densité optique (DO) toutes les 24
heures a une longueur d’onde de 600 nm et 1’index d’émulsification E,4 durant 5 jours de
culture.

Ce qui nous a permis de tracer les courbes représentées dans la Figure 25.
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Figure 25 : Cinétique de croissance de la souche Pseudomonas sp. sur le milieu moQt de
dattes.

D’apres la Figure 25, la courbe obtenue est une courbe typique d’une croissance
microbienne, caractérisée par 1’absence de phase de latence et par une longue phase
exponentielle (1 = 0,00258 h™). Plusieurs auteurs ont observés le méme comportement avec
différents microorganismes (ROCHA et al., 2007).

Il existe plusieurs microorganismes capables de produire des biosurfactants, les espéces
les plus importantes sont celles appartenant au genre Pseudomonas produisant des

rhamnolipides.
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Ce test a pour but I’estimation de la production des biosurfactants par la souche. La
variation de I’index d’emulsification (E24) en fonction du temps est rapportée dans la Figure
25. La souche bactérienne a la capacité d’émulsionner le gasoil. On remarque une production
fluctuante du biosurfactant par la souche étudiée.

Par ailleurs, L’augmentation de 1’index d’emulsification est proportionnelle a la

concentration microbienne au bout des premiére 60 heures. Il atteint des valeurs qui fluctuent
entre 27,27%, 25,00%, 13,63%, 18,18%. Des résultats similaires ont été rapportés par
BENINCASA et ACCORSINI, (2009) et LOVAGLIO et al, (2011) en étudiant la
production de biosurfactants par Pseudomonas aeruginosa. Ils ont obtenu des index
d’emulsification de 50% et 58% respectivement.

Rappelons que les biosurfactants sont des molécules tensioactives produites par certains
microorganismes. Leur nature, tout comme leur pouvoir tensioactif, sont fortement
dépendants du type de microorganisme concerné (ROSSIGNOL, 2007).

Plusieurs travaux ont indiqués que les souches de Pseudomonas aeruginosa ont la
capacité de réduire la tension superficielle a des valeurs minimales et peuvent émulsionner et
stabiliser les émulsions de différents types d’hydrocarbures et des huiles comme le pétrole
brut, kéroséne, n-alcanes, les composés aromatiques, I’huile d’olive et les huiles minérales et
le diesel (PATEL et DESAI, 1997 ; BENINCASA et al., 2004 ; WEI et al., 2005).

D’apres la Figure 25, la production maximale du biosurfactant est achevée au début de
la phase exponentielle au bout de 24 a 48 heures de fermentation.

Comme indiqué précédemment, il existe une relation entre 1’augmentation de la
biomasse, et la production de biosurfactant par notre souche, ceci peut étre expliqué par la
phase prolongée de la croissance microbienne (DAS et al., 2009). Ce qui confirme que la
production de biosurfactants s’effectue pendant la phase exponentielle de croissance, et qui
suggere qu’il est produit comme métabolite primaire (AMIRIYAN et al., 2004). La
croissance bactérienne associée a la production de biosurfactant pourrait faciliter I’adhérence
des cellules bactériennes aux molécules de substrats hydrophobes et les métaboliser
(BARATHI et VASUDEVAN, 2001).
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Les microorganismes qui dégradent les hydrocarbures produisent des substances
tensioactives et certaines d’entre eux, permettent la stabilit¢ de I’huile ou les phases
hydrophobes dans I’emulsion. Ces microorganismes peuvent étre divisés en deux catégories,
une qui produit les biosurfactants a faible poids moléculaire mais habituellement ne font pas
des émulsions stables, et I’autre qui produit des biosurfactants qui agissent principalement en
tant que stabilisateurs d’émulsions sans affecter la tension superficielle (SILVA et al., 2010).

D’apres les résultats obtenus, notre souche Pseudomonas sp. peut étre incluse dans la
deuxiéme catégorie puisque son biosurfactant produit stabilise les émulsions de gasoil.

Aprés incubation de 5 jours, le biosurfactant a été extrait a partir du milieu de
production par précipitation acide. Notre souche Pseudomonas sp. a pu produire 5,946 g de
biosurfactant par litre de milieu de modt de dattes.

Dans leurs travaux, WU et al. (2008) ont pu produire par Pseudomonas aeruginosa 3,70
g/L et 2,63 g/L de biosurfactant en utilisant I’huile d’olive et I’huile de soja comme source de
carbone respectivement. Par ailleurs, COSTA et al. (2006), RAHMAN et al. (2002) et
HABA et al. (2000), signalent la production de 2,9 g/L de biosurfactant en présence de I’huile
de buriti, de I’huile de carthame et de I’huile de friture respectivement par la souche
Pseudomonas aeruginosa.

On se basant sur nos résultats obtenus, on peut déduire que le milieu moQt de dattes
utilisé ici comme seule source de carbone est un substrat approprié pour la croissance et la
production de biosurfactant, car ce dernier a été produit en quantité assez importante (5,946
g/L) avec un index d’émulsification de 27,27%.

SANTOS et al. (2010) ont indiqué que I’utilisation des huiles végétales comme seule
source de carbone ont un grand potentiel comme substrat dans la production de biosurfactant
par la souche de Pseudomonas aeruginosa. En effet, I’utilisation de I’huile de tournesol
comme seul source de carbone par Pseudomonas aeruginosa a permis de produire un
biosurfactant dont I’index d’émulsion est de 51% (SIFOUR et al., 2007). ROBERT et al.
(1989), ont également pu produire un biosurfactant par Pseudomonas aeruginosa 44T1 en

utilisant I’huile d’olive, avec un index d’émulsification de 49%.
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IVV. Dosage des protéines et des sucres reducteurs

IV.1. Dosage des sucres réducteurs

Le glucose et le fructose sont dosés grace a leurs propriétés réductrices en milieu alcalin
et a chaud, vis-a-vis de I’acide 3-5 dinitrosalicylique (3-5 DNS), par méthode colorimétrique.

La courbe étalon des sucres réducteurs tracé est montrée dans 1’annexe V.

La concentration en sucres réducteurs pour le milieu moQt de dattes est de 1,052+0,0005

mg/mL.

IVV.2. Dosage des proteines

La méthode de Bradford est une méthode d’analyse spectrophotométrique utilisée pour
déterminer la concentration des protéines en solution. Il s’agit en fait d’un dosage
colorimétrique au bleu de Coomassie, selon la couleur de 1’échantillon, 1’absorbance va
changée et il sera possible de déterminer la concentration de I’échantillon en comparant ces
derniers avec des échantillons standardisés.

La courbe étalon des protéines tracé est montrée dans I’annexe V.

La concentration en protéines pour le milieu de culture est de 4,355+0,1204 mg/mL.

Les résultats mentionnés ci-dessus, montrent que le modt de dattes présente une
concentration de 1,052+0,0005 mg/mL en sucres réducteurs. OULD EL HADJ et al. (2006) ;
CHAIRA et al. (2007) ont enregistré respectivement des teneurs de 16,64% et 17% de sucres
totaux pour les rebuts de la méme variété. Comme il est a signaler aussi, que d’autres auteurs
dont ACOURENE et TAMA, (2001) ; BELAIDI et BARKA, (2009), ont analysé le modQt
extrait des rebuts de la méme variété, et obtenu une teneur de 9,13% en sucres réducteurs.

La concentration en sucres réducteurs de 1,052+0,0005 mg/mL de ce modt, fait de ce
dernier un milieu riche en sucres indispensables au développement de divers microorganismes
a intérét industriel utilisés en fermentation pour la valorisation de ces rebuts, et permet de
mettre sur le marché local et international une nouvelle génération de produits a haute valeur
ajoutée, tels que la levure boulangere, 1’éthanol et 1’acide citrique (OULD EL HADJ et al.,
2006 ; BOULAL etal., 2010 ; ACOURENE et al., 2011).
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Comme motionné plus haut, le modt de dattes étudié présente une concentration de
4,355+0,1204 mg/mL en protéines. AL HOOTI et al. (1997) ; KHALIL et al. (2002) et
BESBES et al. (2009) signalent que la teneur en protéines des dattes est faible et ne dépasse
pas généralement les 3%. D’apres les résultats de ces auteurs, on conclut que le mott de
dattes est pauvre en azote, qui reste un élément indispensable pour le développement des
bactéries. En conséquence 1’utilisation du milieu moit de dattes comme milieu de culture

nécessite 1’ajout d’une source azotée.

V. Test d’antibiogramme
Les résultats du test d’antibiogramme pour les différentes souches sont regroupés dans
le tableau XIII.
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Tableau XI11 : Résultats du test d’antibiogramme pour le milieu moiit de dattes

Souches E. coli Staphylococcus | Klebsiella E. coli Staphylococcus
sp sp ATCC aureus ATCC
25922 43300

Diametre | 0,80+0,0000 — — _ _
d’inhibition
pour la
solution
meére (cm)

Diamétre - 0,75+0,0707 - 0,65+0,0707 -
d’inhibition

de la
dilution1/2

(cm)

Diamétre - — - - _
d’inhibition
de la
dilution 1/5

(cm)

Diamétre - — _ — _
d’inhibition
de la
dilution1/10
(cm)

(-) : Absence d’inhibition

Le biosurfactant produit a partir de la culture de Pseudomonas sp. a montré une activité
antimicrobienne contre les trois bactéries photogenes E. coli, Staphylococcus sp, E. coli
ATCC 25922.

Les zones d’inhibition obtenue pour le biosurfactant de Pseudomonas sp. étaient de
0,80cm=0,0000 ; 0,75+0,0707 ; 0,65+0,0707 avec E. coli, Staphylococcus sp, E. coli ATCC
25922 respectivement. Et pour les autres souches Klebsiella sp, Staphylococcus aureus ATCC

43300 le résultat était négatif (absence d’inhibition).
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Plusieurs études ont rapporté un effet similaire exercé par des biosurfactants sur
diverses souches pathogénes. Ainsi, I’effet antimicrobien des biosurfactants a été rapporté
dans plusieurs études telle celle FERHAT et al. (2011) dans laquelle Pseudomonas
aeruginosa ATCC 1544 et Staphylococcus aureus ATCC 9144 ont été inhibées par les agents
tensioactifs produits par Brevibacterum 7G et Ochrobactrum 1C.

D’autres biosurfactants comme des lipopeptides produits par Bacillus licheniformis
BAS50 (YAKIMOV et al., 1995), des glycolipides élabores par Streptococcus thermophilus
A (RODRIGUES et al., 2006), et des glycolipides synthétisés par Tsukamurella sp

(LANGER et al., 2006) présentent aussi une activité antibactérienne.

V1. Test de la croissance des lentilles

Le test de croissance des lentilles en présence de biosurfactant montre des résultats trés
intéressants. En effet, la hauteur moyenne des plantes pour I’essai atteint 12,0 cm+0,2645
apres une semaine de culture, alors que celle observée chez le témoin n’est que de 3,666
cm=1,5275 apres la méme période de culture (Figures 26 et 27).

Ce résultat montre que les lentilles semblent utiliser le biosurfactant comme élément
stimulateur de leur croissance, ce qui nous laisse supposer que le biosurfactant agirait comme
un solubilisant des matieres minérales (tel que le Fer, le Soufre, le Phosphate, le Cuivre, etc.)
dont la plante a besoin pour sa croissance.

Différents agents stimulateurs de la croissance des plantes ont été décrits. Les
sidérophores, par exemples, sont produits par de nombreux microorganismes, ils servent de
pourvoyeur de Fer pour les plantes, et ce, grace & leur propriété chélatrices des ions Fe**
(NEILANDS et LEONG, 1986).
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Figure 26 : Résultat du test de croissance du témoin négatif et du milieu contenant le
biosurfactant apres 1 jour de croissance.

Figure 27 : Résultat du test de croissance du témoin négatif et du milieu contenant le
biosurfactant apres 7 jours de croissance.
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VII1. Mesure du foaming (mousse)
Les résultats du test de foaming obtenus montrent un rapport de 35,983%z=2,9502.

DELHOUM.,D (2016)
>

Vs

Figure 28: Mesure de la mousse pour le milieu de culture.

RICHARDSON (2009) a réalisé un test du foaming avec les rhamnolipides et les
dilipides et il a démontré en réalisant ce test dans son étude que les dilipides produisent
significativement moins de mousse que les rhamnolipides. Cette caractéristique peut avoir un

intérét quant a une production et des applications a 1’échelle industrielle.

VIII. Test de I’activité nettoyante du biosurfactant

foi ['1

A Pl

SDS + huile de milieu neuf surnageant du milien Sunageant + hulle de

moteur neuf mout de dattes mout de dattes -~ moteur usée
+ huile de huile de moteur neuf
moteur neuf

Figure 29: Résultats de 1’activité nettoyante des béchers.
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Tableau XI1V: Résultats de I’activité nettoyante du biosurfactant

Milieux Rapport Hn/Ht x100 (%0)

SDS + huile de moteur neuf 80,0

Milieu neuf + huile de moteur 40,0
neuf

Surnageant + huile de moteur 100,0
neuf

Surnageant + huile de moteur 62,0
usée

Hn : Hauteur nettoyée, Ht : Hauteur totale.

Dans cette étude on a obtenu des résultats de nettoyage des béchers de 40%, 62%, 80%
et 100%, pour le SDS en milieu neuf, I’huile de moteur usée en présence du surnageant,
I’huile de moteur neuf en milieu neuf et I’huile de moteur neuf avec le surnageant
respectivement. Ces résultats sont en bon accord avec ceux de SILVA et al. (2014) dans leur
étude sur I’application de biosurfactants dans le test de nettoyage de contaminant
hydrophobe, ils ont montré que le potentiel du biosurfactant isolé pour le nettoyage d’un
solide contaminé par une couche d’huile a été considéré comme satisfaisant, avec un taux de
retrait de 80% par rapport aux parois du bécher.

Cependant, le taux d’enlévement avec le milieu de fermentation a été de 100%. IIs ont
constaté que cette différence peut étre attribuée a la faible solubilité du biosurfactant isolé

dans 1’eau.

IX.Effet de la température sur le biosurfactant produit
Afin de voir si la température influence les propriétés émulsifiantes du biosurfactant
produit, on a réalis¢ le test de D’effet de température, et ce en mesurant 1’index
d’émulsification Ep4 pour le milieu neuf modt de dattes (témoin) et pour le milieu de culture
apres les avoirs soumis a différentes valeurs de température de 4°C, 26°C (température
ambiante), 50°C, et 120°C.
Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 30 et le Tableau XV.
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Figure 30 : Photo représentant les résultats du test E,4 pour les différentes valeurs de

températures testees.

Tableau XV: Effet de la température sur le biosurfactant produit.

Température (°C) E24 du milieu de culture (%)
4° 4,77+0,3252
26° 11,79+10,2530
50° 13,85+6,1235
120° 22,22+0,7000

Les températures testées semblent avoir un effet sur la stabilité des émulsions formées.
En effet, il semblerait qu’a basse température (4°C), la valeur du Ejs (4,77%) est
significativement inferieure a celle (22,22%) observée a température élevée (120°C).

Selon BANAT (2000), les biosurfactants produits par la plupart des microorganismes
deviennent instables dans les conditions physico-chimiques extrémes a savoir les variations de
la température, pH, ou la présence de forte concentration de solvant, qui peuvent avoir un
effet déstabilisant sur les émulsions formées. Et dans notre étude, on a pu obtenir un résultat

similaire.
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X. Effet du pH sur le biosurfactant produit

Afin de voir si le pH influence les propriétés émulsifiantes du biosurfactant produit, on
a réalisé le test de I’effet de pH, et ce en mesurant I’index d’émulsification E,4 pour le milieu
neuf modt de dattes (témoin) et pour le milieu de culture aprés les avoirs soumis a des
différents pH (pH = 2, pH = 6, pH = 10, pH = 14).

Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 31 et dans le Tableau XVI.

Figure 31 : Photo représentant les résultats du test E,4 pour les différentes valeurs de pH

testées.

Tableau XVI: Effet du pH sur le biosurfactant produit.

pH E24 du milieu de culture (%)
2,04+0,0141 51,54+19,0282
6,01+0,0070 27,11+4,6881
9,98+0,0070 44,36+4,8931
13,84+0,0141 8,89+0,2828

Les pH testés semblent avoir un effet sur les propriétés émulsifiantes du biosurfactant
étudié. En tenant compte des écarts-types, il faut juste souligner la faible valeur du Ey,
observée a pH trés alcalin et donc I’effet négatif sur les propriétés émulsifiante du
biosurfactant étudié.

Ces résultats corroborent ceux précédemment rapportés pour les rhamnolipides par les
auteurs PRIYA et USHARANI, (2009). Ills ont montré une production maximale de

rhamnolipides a pH acide (pH 5) et neutre (pH 7) en utilisant Pseudomonas aeruginosa.
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XI.Test de la gélose au sang

L’hémolyse du sang est utilisée pour le criblage préliminaire des microorganismes pour
leur capacité a produire des biosurfactants (VANDANA et KIRAN PETER, 2014).

Dans notre étude I’interprétation de ce test pour le milieu mott de dattes nous a donner

le résultat (-) : absence d’hémolyse (Figure 32).

Figure 32 : Test de la gélose au sang pour le biosurfactant.

Le test de la gélose au sang dans cette étude s’est révélé négatif. Une étude similaire a
été realisée par ANANDRAJ et THIVAKARAN, (2010), dans laquelle Pseudomonas a été
criblée pour la production d’une activité tensioactive sur milieu gélose au sang et qui a montré
une hémolyse.

De nombreuses études ont porté sur I'utilisation du test de I’hémolyse de sang pour la
mise en évidence de la production de biotensioactifs par 1’espéce Pseudomonas aeruginosa
(NICHOLLS et al., 2000 ; SATPUTE et al., 2008 ; ANANDRAJ et THIVAKARAN,
2010 ; SAMANTA et COLL, 2012 et SNEHA et al., 2012). Une autre étude avec des
souches de Lactobacillus ont montré une hémolyse compléte alors que pour d’autres souches
de la méme espéce, aucune activité hémolytique n’a été observée (RODRIGUES et al.,
2005).

Le test d’hémolyse du sang est utilisé pour le criblage préliminaire de la capacité des
microorganismes a produire des biosurfactants. Par conséquent, ces microorganismes qui
montrent une hémolyse positive du sang sont considérer comme producteurs potentiels de
biosurfactants. L’essai prédit également I’activité de surface des microorganismes produisant

les biosurfactants.
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XII1. Test phénol-acide sulfurique

Le test de la réaction phénol-acide sulfurique permet de distinguer la nature chimique
des biosurfactants appartenant au groupe des glycolipides.

Nous avons réalisé ce test en utilisant le biosurfactant pure extrait du milieu de culture
mott de dattes, pour lequel on a ajouté 1 mL de phénol et 5 mL d’acide sulfurique.

Les résultats obtenus sont présenté dans la Figure 33.

Figure 33: Test phénol-acide sulfurique pour le milieu de culture mo0t de dattes.

La densité optique est mesurée a laide d’un spectrophotometre a la longueur d’onde 480
nm.

Les résultats montrent un changement de couleur du milieu ainsi qu’une absorbance a
480 nm de 1,779+0,0017, ce qui nous laisse dire que le biosurfactant produit comporte une

partie glycosidique, suggérant une nature glycolipidigues.

XIII. Test ala Ninhydrine

Le test de la réaction a la Ninhydrine permet de distinguer la nature chimique des
biosurfactants appartenant au groupe des lipopeptides.

Les résultats obtenus pour ce test sont représentés dans la Figure ci-dessous :
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Figure 34 : Test a la Ninhydrine pour le milieu de culture modt de dattes.

Le test a la Ninhydrine n’indique aucun changement de couleur du milieu ce qui nous
laisse dire que le biosurfactant n’est pas de nature lipopeptidique.

Le biosurfactant produit par notre souche Pseudomonas sp. peut étre considéré comme
étant de nature rhamnolipidiques puisque les bactéries du genre Pseudomonas sont connues
pour produire des biosurfactants glycolipidiques contenant le rhamnose et les acides gras qui
sont nommeés les rhamnolipides (GUNTHER et al., 2005). Leurs compositions chimiques et
activité émulsifiante dépendent non seulement de la souche productrice, mais aussi des
conditions de culture et des parametres physiques (température, aération, agitation et pH),
ainsi que la nature des sources de carbone et d’azote qui influencent la quantité et la qualité du

biosurfactant produit (CALVO et al., 2009).
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XIV. Caractérisation structurale du biosurfactant par Infra Rouge

XIV.1. Premiere approche dans I’analyse d’un spectre IR

Un groupe carbonyle est-il présent ?

Les groupes C=O donnent une absorption intense dans la région 1820-1600 cm™. La

bande est souvent la plus intense du spectre. Sa largeur est moyenne. VVous ne pouvez pas la

rater.

Si un groupe C=0 est présent

ACIDES (COOH) : Si OH est aussi présent. La bande OH est trés large 3400-2400
cm™ (elle recouvre les C-H).

AMIDES (O=C-NHR) monosubstituée sur I’azote ou (O=C-NH,;) non substituée
sur I’azote : vérifiez qu’il y a une ou 2 bandes N-H dans la zone 3500 cm™
(intensité moyenne a forte).

ESTERS (O=C-0O-R) : Vérifiez la présence C-O (absorption intense vers 1000 a
1300 cm™).

ANHYDRIDES (O=C-O-C=0): si 2 absorptions C=0 vers 1760 et 1810 cm™.
ALDEHYDES (O=C-H) : Vérifiez la présence C-H aldéhyde: 2 bandes d’intensité
moyenne vers 2750 et 2850 cm™.

CETONES (O=C-R) : si les cing choix précédents sont éliminés.

Si un groupe C=0 est absent

ALCOOLS (-C-OH) et PHENOLS ( ©/ ) : recherchez bande O-H large dans
la zone 3300-3600 cm™ ; confirmé par la présence d’une bande C-O entre 1000 et
1300 cm™.
AMINES primaires (RNH,) et secondaires (RNHR’) : vérifiez 1’absorption N-H
(intensité moyenne) vers 3500 cm™.
ETHERS (C-O-C) : recherchez la présence de la bande C-O (et I’absence O-H)
vers1000 a 1300 cm™,
Double liaisons et (ou) noyau aromatique
— ALCENE : absorption assez faible vers 1650 cm-1. On confirme I’existence C=C
en consultant la région des =C-H au dela de 3000 cm™.
— AROMATIQUE : absorption d’intensité moyenne a forte dans la région 1450 a

1650 cm™. On confirme I’existence C=C en consultant la région des =C-H au dela
de 3000 cm™.
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e Triples liaisons
— NITRILES (C= N) : absorption d’intensit¢é moyenne, pic trés fin vers 2250
cm™,
—  ALCYNES (-C=C-) : absorption fine d’intensité faible vers 2150 cm™. Pour
alcynes vraies, recherchez aussi si C-H est présent vers 3300 cm™ : bande assez
intense et assez fine.

e Fonction "NITRO" : NO, présente 2 bandes fortes vers 1500 & 1600 cm™ et 1300
41390 cm™.

e Hydrocarbures satureés
— Si aucune des informations ci-dessus n’a été observée.
— Si les absorptions principales sont situées dans la région des C-H en dessous de
3000 cm™.
— Si le spectre est trés simple, seulement des absorptions vers 1450, 1375 et peut-

étre 720 cm™.

XIV.2. Résultats de ’analyse Infra Rouge de Transformeée de Fourier

Le spectre de rhamnolipides de Pseudomonas sp. est représenté sur la Figure 35.

Les zones entre 500-4000 cm™ ont montrées le O-H (alcool) une vibration d’élongation
a 3418,09 cm™, le C-H vibration d’élongation a 2933,19 cm'l, le C=0 vibration d’¢longation
entre 1500-2000 cm™, le C=C vibration d’élongation & 1638,67 cm™, le CH, vibration de
déformation & 1450 cm™, le O-H (acide) vibration de déformation a 1418,25 cm™, le C-O
vibration d’élongation & 1263,21 cm™, le spectre montre également les vibrations d’élongation
4 1134,17 cm™, 1106,09 cm™, 1055,45 cm™ typique pour le groupe C-O, et une vibration de
déformation des groupes CH=CH & 927,07 cm™. Ces résultats sont en bon accord avec un
spectre IR des rhamnolipides.

Le biosurfactant produit par notre souche Pseudomonas sp. peut étre considéré comme
étant de nature rhamnolipidique puisque les bactéries du genre Pseudomonas sont connues
pour produire des biosurfactants glycolipidiques contenant le rhamnose et les acides gras qui
sont nommés les rhamnolipides (GUNTHER et al., 2005). Leur composition chimique et
activité émulsifiante dépondent non seulement de la souche productrice, mais aussi des
conditions de culture et des parametres physiques (température, aération, agitation et pH),
ainsi que la nature des sources de carbone et d’azote qui influencent la quantité et la qualité du
biosurfactant produit (CALVO et al., 2009).
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Figure 35: Le spectre IR du biosurfactant produit.
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Conclusion

L’objectif de notre travail est la caractérisation préliminaire de biosurfactant(s)
secreté(s) par Pseudomonas sp. et 1’évaluation de deux effets : antibactérien et stimulateur de
croissance.

La souche bactérienne décrite dans notre étude est Pseudomonas sp. produisant un
biosurfactant appartenant a la classe des glycolipides, le rhamnolipide. Solubilisant le gasoil,
et améliorant la croissance. Ces propriétés rendent son utilisation possible dans le traitement
des sols contaminés par les polluants tel que le gasoil, ainsi qu’a I’échelle agricole.

Dans un premier temps, la culture de Pseudomonas sp. en presence du milieu modt de
dattes utilisé comme substrat a permis la production d’une quantit¢é importante de
biosurfactant (5,946 g / L du milieu) ayant un bon index d’emulsification (27,27%).

La caractérisation du biosurfactant produit a été mise en évidence par plusieurs tests
physico-chimiques, indiquant ainsi sa nature chimique et ces propriétés émulsifiante,
moussante, ainsi que 1’effet antibactérien et 1’effet stimulateur de croissance.

Ce biosurfactant présente une activité antibactérienne vis-a-vis de certaines souches
pathogenes, ainsi qu’un effet stimulateur de la croissance des lentilles (Lens culinaris).

Les résultats de I’effet de pH et de température indiquent que ces derniers semblent
avoir un effet sur la stabilité des émulsions formées, vu qu’a des températures basses 1’index
d’emulsification diminué (4,77%) et a des temperatures plus élevées il augmenté (22,22%),
inversement pour les résultats du pH, vue qu’a des pH acides les valeurs du E,; augmentées
(51,54%) et a pH alcalin elles diminuées (8,89%).

Le test de I’activité nettoyante montre aussi que le potentiel du biosurfactant pour le
nettoyage d’un bécher contaminé par une couche d’huile a été considéré comme satisfaisant
avec un taux de retrait de 100% pour une huile de moteur neuf et de 62% pour une huile de
moteur usée.

Les résultats de I’analyse infrarouge suggerent que les biosurfactant(s) produit(s) par la
souche testée serait (ent) de nature rhamnolipidique.

Au terme de notre étude, nous tenons a signaler que les résultats de la caractérisation
restent préliminaires. Il est nécessaire d’approfondir 1’étude afin de confirmer les résultats

obtenus.
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A la lumiére des résultats obtenus, il est souhaitable de compléter cette étude par des
approches plus approfondies, a savoir :

e Laréduction du codt de production du biosurfactant en testant d’autres substrats a
faibles valeurs marchandes (huile de friture, huile de vidange, fractions pétroliéres,
etc.).
e [’¢tude de son activité antibactérienne contre d’autres souches microbiennes
pathogenes notamment fongiques.
e il est souhaitable d’exploiter la production de biosurfactant dans des bioréacteurs
afin d’améliorer les rendements de production.

e Identification moléculaire de la souche testée par la méthode ARNr 16S.
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Annexe |

Le Bouillon cceur cervelle (BHIB)
Milieu polyvalent riche.
Composition
e Protéose-peptone : 10,0 g
e Infusion de cceur de beeuf: 5,09
e Glucose:2,0g
e Chlorure de sodium: 5,0 g
e Hydrogénophosphate de sodium : 2,5 g
o pH=74
Préparation

e 37,0 g/ litre. Stérilisation classique.

Le bouillon nutritif (milieu liquide) (BN)
Composition
e Extraitdelevure:4,09;
e Tryptone:5009;
e Glucose:50,09;
e Dihydrogénophosphate de potassium : 0,55 g ;
e Chlorure de potassium : 0,425 g ;
e Chlorure de calcium: 0,125 9 ;
e Chlorure ferrique 0,0025 g ;
e Sulfate de manganese : 0,0025 g ;
e Vert de bromocresol : 0,022 g ;
e pH=55%02
Préparation
e Dissoudre 60,2 g de poudre dans un litre d’eau distillée. Bien mélanger et repartir.
Stériliser 15 min a 121°C a ’autoclave.
e Le pH peut étre ajusté a 6,5 par addition d’une solution a 1% de bicarbonate de

sodium.
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La gélose nutritive
Milieu d’isolement non sélectif pour contrdler la pureté d’une souche ou pour purifier la
souche bactérienne si elle est contaminée.
Composition

e Extrait de viande : 1,0 g/l ;

e Extrait de levure : 2,5 g/l ;

e Peptone:5,009/l;

e Chlorure de sodium : 5,0 g/l ;

e Agar:15009/;

e pH=70
Préparation

e 28g/l (stérilisation a 1’autoclave).

Le milieu Mueller-Hinton (MH)

Gélose riche pour la réalisation de 1’antibiogramme standard.
Composition

Infusion de viande de beeuf: 300,0 ml

e Peptone de caséine : 17,59
e Amidondemais: 159
e Agar:17,09
o pH=74
Préparation
e 38,0 g/ homogénéisé puis chauffer en agitant, il faut porter a ébullition pendant

environ 1 min. Stérilisation a 1’autoclave durant 15min a 121,1°C.



Annexes

Annexe |11

L’eau physiologique
C’est une solution physiologique isotonique au sang (présente la méme osmolarité).
Composition
e Eau distillée : 1000,0 ml ;
e Chlorure de sodium (NaCl) : 9,0 g.
Préparation
e 9,0¢/1(0,9%) (m/V) de NaCl. Stérilisation a 1’autoclave pendant 15 min a 120,0°C.

La gélose au sang
Gélose rouge vif contenant des globules rouges (souvent du sang de mouton). Peu sélective,
permet d’apprécier 1’némolyse qu’effectuent certaines bactéries.
Composition
e Gélose nutritive ;
e Sang de mouton.
Préparation
e Faire fondre de la gélose nutritive;
e Refroidir a 50-55°C et maintenir a cette temperature dans le bain marie, ajouter du
sang de mouton ;
e Bien mélanger avant de couler le milieu;
e Couler le milieu en boite de pétri et laisser reposer.
e Les boites préparees peuvent étre utilisées immediatement ou stockées dans des sacs

en plastique a 2-8°C pendant une semaine au plus.
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Dénombrement de la souche

Quelques colonies des boites ensemencées ont été prise, sous la zone stérile et a I’aide
d’une anse a boucle stérilisée ;

lesquelles en ét¢ mises dans des tubes stériles contenant de ’eau physiologique
stérile ;

apres agitation du tube pour homogénéisation, 1’absorbance a été mesurée a 1’aide
d’un spectrophotométre (BIOTECH ENGINEERING- MANAGMENT CO. LTD.
(UK) - VIS-7220G) a une longueur d’onde de 600 nm ;

Une fois ’absorbance souhaité a été atteinte (DO = 0,090), des différentes dilutions a
partir de la solution mére ont été réalisées et ceci en étant toujours dans la zone stérile.
Les différentes dilutions ont été ensemencées a 1’aide d’une micropipette, sur boites de
Pétri préalablement coulées avec de la gélose nutritive ;

Enfin les boites de Pétri ont été mises a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures. Le jour

suivant les boites ont été dénombrées a I’aide d’un décanteur.
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Courbe étalon des sucres réducteurs

courbe d'etalonnage des sucres reducteurs
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Figure : Courbe étalon des sucres réducteurs.
Courbe étalon des protéines
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Résumé

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

L’objectif de notre étude est la caractérisation préliminaire de biosurfactant(s) secrété(s) par
Pseudomonas sp. et I’évaluation de deux effets (1’effet antibactérien et 1’effet stimulateur de
croissance). La souche étudiée a été cultivée sur milieu moQt de dattes pendant cing jours,
durant lesquels les cinétiques de croissance et de production de biosurfactant ont été suivies.
Aprés ’extraction du biosurfactant du milieu de culture, plusieurs tests ont été réalisés afin de
caractériser ce dernier.

La caractérisation structurale par Infra rouge a Transformée de Fourier a indiquée que le
biosurfactant obtenu peut appartenir a la classe des rhamnolipides de nature glycolipidique.

Mot clés : biosurfactants, glycolipidique, index d’emulsification, Infra rouge, Pseudomonas
sp, Rhamnolipides.

Abstract

Biosurfactants is amphiphilic molecule constituted by a polar hydrophilic part and by a not
polar hydrophobic part. Generally, the polar hydrophilic grouping is constituted by amino
acids, peptides or of polysaccharides (mono or di); the hydrophobic grouping is constituted by
saturated or not saturated fatty acids.

The objective of our study is the preliminary characterization of biosurfactant(s) secreted by
Pseudomonas sp. and the evaluation of two effects (the antibacterial effect and the stimulating
effect of growth). The studies stump was cultivated on middle must of dates during five days,
in the course of which the kinetics of growth and production of biosurfactant were followed.
After the extraction of the biosurfactant of the middle of culture, several tests were realized to
characterize the latter. The structural characterization by Infrared in Transformed by Fourier
indicated that the obtained biosurfactant can belong to the class of the rhamnolipids of
glycolipidic nature.

Keywords: biosurfactants, glycolipidic, index of emulsification, Infrared, Pseudomonas sp,
Rhamnolipids.



