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Résumeé

La contamination des sols par les hydrocarburesolm¥s constituent un probleme

préoccupant pour I‘'environnement du fait de lewidié et leur bioaccumulation dans les
chaines alimentaires. Parmi les différentes teclssqde dépollution des sols, la
bioremediation est une alternative intéressante autxes procédés grace a son impact

environnemental réduit.

Ce travail repose sur I'étude de la capacité deséhas hydrocarbonoclastes a dégrader les
hydrocarbures pétroliers. Ainsi que leur pouvoimprduire des biosurfactants qui sont
synthétisés en présence d’'une ou plusieurs sodeearbone. Le test de dégradation d’'un
hydrocarbure (gasoil) a été effectué en utilisamtxdsouches du genBacillussp. La souche
Bacillussp4 s’est avérée beaucoup plus efficace dans la détiwadde I'hydrocarbure que la

soucheBacillussp.3.

Une fermentation sur milieu a base de poudre diti @aroubier comme source de carbone.
Plusieurs paramétres ont fait I'objet d’indentifioa et caractérisation des biosurfactants, a
savoir l'indice d’émulsification, test du pouvaitoussant et I'effet nettoyant ainsi que le test
parafilm.et la souchBacillussp.4 a montré des meilleures résultats lors delsaation dans

le milieu Caroubier beaucoup plus ; dgecillus sp3.

Les biosurfactants extraits ont été testés sutbdettries commensales a sauescherichia
coli et Staphylococcus aureuke biosurfactant extraits du milieu a base dewsier a exhibé
une activité antimicrobienne satisfaisanteEseherichia coliet Staphylococcus aureysavec
des zones d’inhibition de 10-12 (mm) et 9-12(mm@3pectivement, comparé au biosurfactant
extrait du milieu a base de glucose pour lequesrauons enregistré des zones d’inhibition de

10 mm et 12mm respectivement.

Mots clés : Bactéries hydrocarbonoclastes, biosurfactants, dogdbures, fermentation,

activité antibactérienne.



Abstract

Soil contaminationby petroleum hydrocarbons, is ryiag problem for environnement,
because of their toxicity and bioaccumulation indachains. Among the different cleanup
techniques, the bioremediation that is an alteveaid other processes thank to its reduced

environmental impact.

This work is based on the study of the ability gflitocarbonoclasts bacteria to degrade
petroleum hydrocarbons. As well as theirto be dablgroduce biosurfactants. Which are
synthesized in the presence of one or more Carbomees. Hydrocarbons degradation test
was carried out using two of bacterial strain afddBacillussp. Bacillus .sp 4 has proven to

be much more effective th@acillus.sp 3 in biodegradation test.

a fermentation in the middle based on powder otdreb fruit as a source of carbon , in the
object of identification and characterizationbbsurfactants ; namely : emulsion test ,
foaming, cleansing effect and parafilm paper.tBsicillus .sp 4 had better result than
Bacillus Sp 3 during its cultivation in carob environnernen

The biosurfactants extracted have been tested thogenic bacteria lik&scherichia coli
and Staphylococcus aureus The Biomolecules extracted from the carob basedium
exhibited satisfactory anti-bacterial activity Bscherichia coliand Staphylococcus aureus.
the inhibitions areas is in 10.5, 10.5 respecyivéh regards to biosurfactant extracted from
the glucose based medium for which we recordedwlees 10mm - 12mm on

Staphylococcus aureus.

Key words:Hydrocarbonoclasts bacteria, biosurfactants, hyattmans, fermentation, anti —

bacteria activity.
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Introduction

Les hydrocarbures sont des composés organiquesnhanit polluants qui présentent des
dangers importants pour la santé humaine ainsipque I'environnement. Certaines d’entre
eux peuvent étre extrémement toxiques en raisorledes propriétés mutagenes et/ou
cancérogenes(Das et Chandran, 2011).Le processisfidage, ainsi que le stockage et le
transport des produits pétroliers, constituentasutes sources localisées de pollution des sols
et des eaux (Chikere ei., 2011).Face a ce défi majeur, il est essentiekmlorer des
solutions de dégradation naturelle et respectugesenvironnement, tel que l'utilisation des

microorganismes notamment les bactéries.

La biodégradation des hydrocarbures est un prosesaturel qui présente de nombreux
avantages par rapport aux méthodes conventionradlekgradation physico- chimiques. En

effet, ces dernieres peuvent étre codteuses, nologigues, complexes et entrainer la

destruction de la texture et des caractéristiguessal, sans garantir une neutralisation
compléete des polluants.C'est ainsi que l'utilisatiles méthodes biologiques basées sur
I'emploi d'hydrocarbonoclastes, qui sont des miganismes spécialisés dans la dégradation
des hydrocarbures, offrent de multiples avantageseffet, ces approches permettent non
seulement de réduire les colts associés a la dépoll mais aussi de préserver

I'environnement tout en garantissant une dégradatitégrale et efficace des polluants

hydrocarbonés(Agarry et Ogunleye, 2012; Soltar®420

Les bactéries rhizospheriques, qui résident darmotee entourant les racines des plantes,
jouent un rdle crucial dans la dégradation des doatbures. Elles ont développé des
mécanismes d’adaptation leur permettant de surdargs des environnements contaminés
par ces polluants, tout en utilisant ces hydroaadeomme source de carbone (Abbasian et
al.,, 2015). Grace a leurs enzymes spécifiqgues, ateg capables de décomposer les
hydrocarbures en composés moins toxiques, ce gariéa la restauration des écosystemes
contaminés (Acevedo al., 2011).Ces bactéries sécrétent des biosurfac@dents leur

environnement pour faciliter 'accés aux sourcesuakeiments, notamment les hydrocarbures

dans le sol.

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiéesasles parties hydrophobes et
hydrophiles,sont principalement produits par desrororganismes. lls jouent un role
essentiel dans la solubilisation et I'émulsion degrocarbures, facilitant ainsi leur
dégradation par les microorganismes. De plus, lesulfactants ont des propriétés
tensioactives qui réduisent la tension superfieigles liquides, favorisant la dispersion et
I'élimination des hydrocarbures (Singhadt, 2007 ; Banat etla 2010.




Introduction

C’est dans ce contexte que le caroubi&eratonia siliqud se révele d’un intérét particulier.

Cette plante méditerranéenne est réputée pouclsasse en composeés bioactifs et constitue
un environnement favorable a la croissance destest.Le caroubier fournit des sources
nutritives nécessaires, telles que des glucides|ipieles et des acides aminés, qui stimulent

la synthése de biosurfactants par les bactéries.

Notre objectif est d’étudier les bactéries rhizasdue du genr8acillus pour leur capacité a
dégrader les hydrocarbures et a produire des lham$ants. En utilisant les fruits du caroubier
comme sources de nutriments, vu leur richesse @eswitamines, polyphénols et minéraux.
Cela rentre dans le cadre de la valorisation detsfde cet arbre qui est souvent négligé en

Algérie.

Ce présent travail est organisé en trois partissndies. La premiere partie offre un apercu
bibliographique des sujets traités, incluant lesirbgarbures, leur biodégradation, les
bactérieshydrocarbonoclastes, les biosurfactans edroubier. La deuxieme partie présente
la méthodologie expérimentale utilisée. Enfin, krrdere partie est dédiée aux résultats

obtenus et a leur interprétation, suivie d'une kmion et des perspectives.
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|  Hydrocarbures pétroliers

Les hydrocarbures sont fréquemment percus comme lange catégorie de composés
organiques. Toutefois, selon la définition de lamiinternationale de chimie pure et
appliqguée (UICPA, 2014), les hydrocarbures sontade@sposés organiques ne contenant que
du carbone et de I'hydrogene (Lefebrvre,1978).Lésvéds du pétrole sont une ressource
énergeétique essentielle pour l'industrie et laguetidienne. Toutefois, leur exploration, leur
traitement, leur transport et leur stockage peuestainer des impacts environnementaux

importants (Hua et Wang, 2014)

1.1 Définition

Les hydrocarbures sont des composés organiqueuidtuge tres variée et possédant une
formule brute de type CnHn, contenant les atomesadleone et d’hydrogéne avec parfois
guelgues atomes d'azote ne formant pas des groupemmnctionnels-lls sont
essentiellement utilisés comme carburant; comnmbostible et comme base pour la
fabrication des huiles lubrifiantes. lls constitu@ussi la matiére premiére des syntheses

pétrochimiques (Lefebrvre,1978).

.2 Classification des hydrocarbures
On distingue trois grandes catégories d’hydrocabur

1.2.1 Hydrocarbures aliphatiques saturées

Les hydrocarbures saturés également connus sosriel'alcanes dans lesquelles on trouve
gue des liaisons simples entre les atomes de aarlilsnsont répartis en deux groupes les
alcanes non cycliques, qui correspondent aux atctinéaires ou ramifiés, et les alcanes

cycliques (Lefebrvre,1978).

1.2.2 Hydrocarbures insaturés
Les hydrocarbures insaturés sont également app#téses, selon qu'ils contiennent des
liaisons doubles ou triples entre les atomes deocar. Les alcénes, ont pour formule générale

CnH2n. Les molécules contiennent une seule dowdsoh C=C. (Conia, 2002).
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» Hydrocarbures aromatiques
Les hydrocarbures aromatiques présentent au maoirtyale benzénique dans leur structure
moléculaire. lls sont caractérisés par leur ingditom, car le noyau benzénique est constitué
de six atomes de carbone liés par des liaisonslesngp présente une insturation équivalant a

trois doubles liaisons (Lefebrvre,1978).

Les HAP se subdivisent en deux groupes : les Iéghmst la masse molaire est faible,
composeés de moins de quatre cycles, et les loompasés de quatre noyaux et plus (Figure
1) (Samanta «dl., 2002).

’
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Figure 1.Classification des hydrocarbur@aceet Ince, 2020).

1.3 Propriétésphysico-chimiques

Les hydrocarbures pétroliers sont des composésiorgss peu miscibles avec I'eau, qui ont
une faible pression de vapeur et une capacité @lav@adsorber sur les sols et les matiéres
particulaires (Johnsen ei., 2005). Leur structure moléculaire influe surrgeypropriétés
physico-chimiques, qui les rendent résistants délgradation naturelle (Gschwend et Hites
2007).

. Densité
La densité d'une substance représente sa massaatior de son volume, et joue un role
clé dans l'infiltration des fluides dans le sol geavité (Torabzadeh et Handy, 1984).Pour
les hydrocarbures, la densité est un facteur drpoiar contréler leur mobilité dans le sol.
La température est I'un des principaux facteursffactent la densité (Wangat, 2021).
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. Viscosité

La viscosité est la mesure de la résistance diuahef] qui peut étre affectée par la température
et joue un rdle crucial dans le processus d'évéiparales hydrocarbures (Nicolas al,
2015). A mesure que la température augmente, ¢tasii$ diminue, ce qui peut entrainer une

évaporation et une propagation plus rapides debgcbures (Fingas, 20116

. Solubilité

La solubilité des hydrocarbures pétroliers darsaul' dépend de leur proportion
d'hydrocarbures l|égers, car ceux-ci sont les phisibfes. Certains considérent que la
solubilité est importante pour la biodisponibilitles hydrocarbures face aux attaques
microbiennes (Grimbery al., 1996).

I.4 Devenir des hydrocarbures dans I'environnement

Lorsque les hydrocarbures pétroliers sont libéassd’environnement, ils sont soumis a de
nombreux processus chimiques, physiques et bialegiqui peuvent altérer leur composition
(Colombo et al,2015).Ces processus peuvent inclure la volditisa adsorption,

eémulsification et Photo-oxydati@igure 2).

Volatilisation

polluant Adsorption /

Désorption

Ruissellement

Source
ponctuelle iDégradation chimique

Photodégradation

’ Biodégradation

Figure 2.Comportement physique et biochimique des hydrazagpétroliers dans le sol
(Adipah, 2019)
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* Adsorption
Les hydrocarbures sont constitués de moléculesoquila propriété d'étre retenues a la
surface de certains corps solides, ce qu'on appeltisorption. On distingue deux
mécanismes d'adsorption physique et chimique. emijgre peut étre réversible, tandis que
la seconde est une adsorption irréversible (Sanda,2005). Cette adsorption dépend de
nombreuses conditions environnementales (tempéraeipH, d’humidité, etc.,) ainsi que
des caractéristiques du polluant (sa solubiliténagase moléculaire, son age, etc..) et aussi

les propriétés du sol (sa granulométrie, sa mingi@J etc.) (Khan el., 2018).

» Dissolution
La capacité des hydrocarbures a se dissoudre deas Hépend de leur structure
moléculaire, de leur polarité et de leur soluhilEéd général, les hydrocarbures aromatiques
ont une plus grande solubilité que les hydrocaswakphatiques.De plus, la solubilité
diminue avec le nombre de carbones dans la moléetles hydrocarbures les plus légers
sont les plus solubld€olombo etal ,2015).

* Emulsification
L'émulsification est un procédé qui consiste a ipocer des gouttelettes d'eau dans les
hydrocarbures pétroliers, Il existe deux types dlémns qui peuvent se former : la
premiére est une émulsion eau-dans-huile ; ou detiedettes d'eau sont incorporées dans
les hydrocarbures, et I'émulsion huile-dans-eaudes! gouttelettes d'hydrocarbures sont
dispersées dans l'eau. Ces émulsions peuvent erodds propriétés physiques des
hydrocarbures et augmenter le volume de produited@y ce qui peut aggraver la

pollution(Fingas, 2013).

* Biodégradation
La biodégradation est un processus clé dans légsiehicro-organismes sont utilisés pour

chéatier la dégradation naturelle des contaminafusigt, 2018).

La dégradation biologique est influencée par detipiaé facteurs qui interagissent de
maniere vitale et souvent divergente entre les avicganismes et d'autres parametres

environnementaux (Amraeeal, 2022).
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1.5 Impact des hydrocarbures sur I'environnement

1.5.1 Effets des hydrocarbures sur le sol

Les hydrocarbures altéerent la structure et lestfons des sols en impactant leur humidité,
pH, carbone organique, azote, potassium et I'déswenzymatiques (Polyakadt, 2008 ; Wei

et Li, 2018 ; Barua &dl., 2011 ; Kumari etl., 2018) . Plus les concentrations des polluants
augmentent, plus la teneur en argile des sols conés augmente (Osuiji al., 2006) , ce qui
empéche l'aération de la partie rhizospherique qvgquant ainsi la diminution de la
perméabilité ( Sharma, 2021). La pollution du sait fes hydrocarbures peut provoquer la
contamination des sources d'eau souterraines, rdaasesi une pollution organique. Cette
situation peut également engendrer une diminutienlad productivité des sols agricoles
(Wang etal., 2008; Thapa edl., 2012).Certaines études révéelent que le principatagoinant

qui cause la salinisation et I'acidification du sst le benzo[a]pyréne, qui est présent dans le

pétrole (Buzmakov et Khotyanovskaya, 2020).

1.5.2 Effets des hydrocarbures sur la santé humain

Les humains peuvent étre confrontés a des probléimesnté importants dus a l'exposition
au pétrole et a ses dérivés, que ce soit par dodiact avec la peau ou inhalation d'air
pollué, ou par contact indirect a travers la consation d'aliments contaminés ou la
baignade dans de l'eau contaminée(Kuppusamsl.,e2020).L'aspiration peut causer une
pneumonie mortelle, I'exposition cutanée peut causs brdlures, des blessures et une
dermatite irritative (Tormoehlen efal., 2014). L'ingestion de grandes quantités
d’hydrocarbures peut causer une intoxication aign&ainant des symptémes graves tels que
des maux de téte, des vomissements, une confusiocpma et méme la mort. L'exposition
prolongée a ces substances peut également entd@Emetommages au systéeme nerveux, au
foie et aux fonctions rénales (Haller et Jouns&@20). En outre, ces substances peuvent
générer un exces d'oxygene réactif (ROS) dansrescgui est un facteur contribuant au
développement des cancers (Tormoehleralet2014). Les femmes sont également plus

susceptibles de subir des fausses couches (O’GalaGordo eal., 2016).

Les hydrocarbures pétroliers contiennent plusiautges effets toxicologiques, notamment la
mutageénicité, la génotoxicité, la cardiotoxicitéa Icytotoxicite et la tératogeénicité
(Pattabhiramaiah eil., 2018 ; Zhang «l., 2020 ;Premnath ei., 2021).
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1.5.3 Effets des hydrocarbures sur les végétaux

Les polluants pétroliers peuvent affecter laggance des plantes, réduisant la germination,
la hauteur, la superficie des feuilles et le renelgimen matiere séche. Les plantes peuvent
absorber les polluants du sol et les transportiea\gers le systeme vasculaire, modifiant la
longueur des tiges, la racine et la surface fdialira teneur en chlorophylle est également
réduite dans les sols contaminés (Uzohal.eR006 ;Hou etl., 2021; Steliga et Kluk, 2020).
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Il Bioremediation des sols pollués

Les hydrocarbures pétroliers lorsqu’ils sont intrisl dans I'environnement en quantité
anormale, sont considérés comme des contaminamtent un effet délétére sur la faune, la
flore, le sol, l'air, etc. ainsi que des dommaggsé&mement importants sur I'écosysteme.
Selon le degré de pollutions qu’ils peuvent caudens les différents compartiments de
'environnement, et des risques sur la santé huenaies techniques de dépollutions doivent
étre mises en ceuvre. La détoxification peut éttevése a travers quatre grands types de
meéthodes, associant éventuellement la combinaisorpldsieurs techniques (Gaetal,
2009).0n trouve :

- Les méthodes physiquesconsistent a transférer et concentrer les poifjsans les
modifier ou les détruire, en se servant de flui@es ou gaz) pour le transport.

- Les méthodes chimiques font appel & un principe réactionnel (actiomndaolvant,
oxydation, etc.) pour transformer le polluant encomposé moins toxique et inerte
vis-a-vis de I'environnement.

- Lesmeéthodes thermiques :consistent a chauffer le matériel contaminé paur e

extraire le polluant et le détruire.

Cependant, de nombreux inconvénients sont assaciss techniques qui nécessitent des
méthodes mécaniques laborieuses. De plus, ces desthmécaniques sont fastidieuses,
prennent du temps et ne sont capables d'élimisecdataminants pétroliers que dans une
certaine limite, laissant derriere elles une gramantité d'huile adsorbée dans le sol (leim
al., 2016).

Un défi auquel sont confronté les scientifiqueoard’hui, est de s’attaquer a ce probleme de
dégradation des contaminants d’'une maniere suespéctueuse a I'environnement avec des
implications rationnelles sur les couts. Une teghaiintéressante et intensivement étudiée est
la bioremediation, qui a pour avantage indéniahleltp est naturelle, qu’elle n'implique
aucune intervention humaine, et donc aucun effgplémentaire sur la flore, et surtout
gu’elle est moins chére (Russell, 1992). Son inéoient majeur est qu’elle peut étre tres

lente. Le challenge est donc d’accélérer ce prosasaturel (Megharajal., 2011).
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[I.1 Principe de la bioremediation

Les activités de bioremediation ont été remarqueees la premiere fois chez les Romains
vers 600 av. La bioremediation a été officiellemientntée par George Robinson lorsqu'il a
utilisé les microorganismespour dégrader une maode sur la cote de Santa Barbara en
Californie a la fin des années 1960. Elle est t€&@omme l'utilisation des microorganismes
pour détruire ou immobiliser les déchets toxiquesatbcessus de désintoxification cible les
produits chimigues nocifs, par minéralisation, sfarmation ou altération (Adams at .,
2015). Présents dans le sol, l'air, les sédimeets, Les microorganismes utilisent les
contaminants comme source d’énergie, puis l'intégteectement dans leurs réactions
métaboliques a la place d’'un élément chimique pradhisé habituellement (Ambaye &,
2022). Lorsque la détoxification des déchets efgicafée surle site contaminé, on parle de
bioremediation insitu. Au contraire, lorsque la détoxification des déslse fait en dehors du
site d'origine de la contamination, on parle dednmediation essitu (Maitra, 2018). Cette
fameuse technologie est appliqguée sur des sitdarnarés en utilisant des technologies pour
améliorer les processus de biodégradation (Azuletik, 2016).

II.2 Techniques de biodégradations

Il y a eu progrés récents dans les techniquesaterbediation afin de restaurer efficacement
les environnements pollués. Elles sont considégadenction du type du polluant, le degré et
la profondeur de contamination, 'emplacement ggiglee de pollution et aussi selon le cout

de détoxification.
[1.2.1 In-situ

Implique le traitement de la matiére polluée susite contaminé. Est un processus utilisé
lorsque la pollution est profonde dans le sol pes dontaminants souvent volatiles. La
transformation se fait dans des conditions natwerlslioxyde de carbone et en eau il s’agit
d’'une approche peu couteuse, nécessite peu dientret respectueuse de I'environnement
(Azubuike etal ., 2016).0n trouve différentes techniques de biatgationin-situ, mais les

plus exploitées sont décrites ci-dessous :

* Bioaugmentation
Est un concept qui est basé sur la culture dedendsse a partir d’'une fraction d’'un sol
contaminé et l'utilisation ultérieur comme inoculymour la Bioaugmentation du méme sol
(Santanu , 2018).

10
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Les microorganismes adaptés par exposition antérieda dégradation des polluants
organiques tels que les hydrocarbures, peuventugteesource de microorganismes pour
assainir les sols fraichement contaminés ainsipgue compléter les populations autochtones.
Cette technique repose sur l'addition d'une sobewgérienne pure pré-adaptée, ajout d'un
consortium pré-adapté, ou parintroduction de bextégénétiguement modifiées (Adams et
al., 2015)(Figure 3).

ki
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Souches exogénes

Sol contaminé
O <+ Contaminant L ( (& it [ | ‘/Biore{:ned_iation
® (O & » Souches - G. . reussic
indigénes ¥R
A* ®»souches (.
introduites Sol dépollué

Figure 3. Schéma récapitulatif du principe de bioaugmentéfidams eal., 2015)

» Biostimulation
La biostimulation implique des modifications denkgonnement par I'ajout de diverses
formes de nutriments limitant et d’accepteurs da&lns , tels que le phosphore, 'azote,
'oxygene ou le carbone qui sont par ailleurs disples en quantités suffisamment faible
limitant ensuite l'activité microbienne, afin d@menter I'activité des microorganismes
naturels disponibles pour la bioremediati@@s nutriments peuvent étre de nature organique
ou inorganiqueKigure 4).
I a été estimé que la biostimulation peut étre sabdrée comme une technique
d’assainissement appropriée pour l'élimination gesdluants pétroliers dans le sol, et
nécessite I'évaluation a la fois des capacités dgratlations intrinséeques de la
microfloreautochtone, et des parametres environneaug impliqués dans la cinétique du
processuf-situ.
Le principal avantage de cette méthode est queol@dtauration sera entreprise par des
microorganismes indigénes déja présents, et qut ban adaptés a I'environnement
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souterrain et bien repartis spatialement dansus-sol. Cependant elle peut étre limitée par
de nombreux facteurs, y compris les nutrimentpHela température, I'humidité, I'oxygéne,

les propriétés du sol et la présence des contatsitddams eal ,2015).

et "
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A * & > Nouvelles réussie
souches avec nouvelles
caractéristiques

® »  Nutriment Sol dépollué

Figure 4.Schéma récapitulatif du principe de biostimulaidams etal ,2015).

* Bioatténuation
Présente la dégradation des contaminants dansitess de contamination d’'une facon
naturelle et sans ajouts de nutriments ou d’awspeces de microorganismes. Les procédés
d’atténuation naturels sont spécifiques aux comiants, acceptés comme méthode de
traitement des composants des combustibles, maipqa de nombreuses autres classes. Les
temps nécessaire a l'atténuation naturelle vamensidérablement selon les conditions du
site (Santanu, 2018).

11.2.2 Ex-situ

Ce modéle consiste a creuser des polluants a partsite pollué ; puis les transporter vers
d’autres sites pour le traitement (usines...), sdaiss le processus ex-situ permet un meilleur
control des parametres d’incubation (température humidité, etc.) (Mougiet al.,2009).Ce
processus se compose de différents techniquesiliBgpandfarming, ; bioréacteur, etc.).

12
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II.3 Facteurs influencant la dégradation des hydrocarbues

La biodégradation des hydrocarbures pétroliers |dgvironnement est largement affectée
par des facteurs abiotiques et biotiques. Les migamismes peuvent résister a des
fluctuations assez importantes des conditions enmgmentales. Les divers facteurs qui
influencent les taux de croissance et les activddgymatiques des microbes affectent

également les taux de dégradation des déchets.

Tableau I.Facteurs influencant le processus de bioremedigBarpjetal., 2022).

Facteurs Remarques

Facteurs biologiques  Les microorganismes du sol en compétition pouatéane
favorisent la dégradation des composés organidessenzymes
des microorganismes doivent étre impliquées damgtabolisme
des contaminants pour une meilleure dégradation.

Oxygéne La plupart des organismes vivants utilisent I'oxyg@our
survivre ; pour ceci la décomposition des contamtmae réalise
en anaérobiose. Dans le cas de la détoxificatisrhgldrocarbures
ca implique I'ajout d’oxygene.

Humidité Ce facteur joue un role majeur dans la croissariceobienne,
aussi lorsgu’il est en quantité insuffisante ;dgsnts de
biodégradation ne fonctionnent pas aussi bien.

Nutriments Les nutriments influencent la croissance microbeeainla
biodégradation. En faible concentration, la dégiiadales
contaminants est limitée, mais en ajoutant desmaelts, surtout
dans des environnements froids, on peut améliarer |
bioremediation.

Température Dans les climats froids, la détoxification des paifits est lente, ce
qui met une pression sur les microbes pour lesiidimLes
températures basses ralentissent le renouvellem&abolique
des enzymes de dégradation, et I'eau gelée blegumhaux de
transport des microbes. Chague composé nécessite un
température spécifique pour étre minéralisé.

pH L’acidité, l'alcalinité et la basicité d'un compoa#fecte le
microbien ainsi que le processus d’élimination. Mées
changements mineurs de pH ont un impact signifisatiles
processus métaboliques.

Caractérisation du Il est crucial de réaliser des enquétes correcpoes évaluer la

site contaminé contamination. Cela implique de déterminer la poheérizontale
et verticale de la contamination, de définir lesapzetres et les
sites d'échantillonnage, ainsi que de décrire ethodes
d'échantillonnage et d'analyse.
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II.4 Bioremediation des hydrocarbures par les microorgaismes

C'est la décomposition des contaminants organiffugsocarbures) par les microorganismes
en composés moins toxiques a travers des processtaboliques ou enzymatiques.La
contamination par les hydrocarbures pétroliers sstivent composée d'un mélange
d'hydrocarbures aliphatiques saturés (alcanes) remadiques (dont les hydrocarbures
aromatiques polycycliques, HAP). Les micro-orgar@smeuvent dégrader pratiquement tous
les hydrocarbures présents dans le pétrole parsdivevoies, bien qu'avec des efficacités
différentes (Saraetal., 2018).Le processus de dégradation dépend deneestation ; la
composition et la nature de I'hydrocarbure. Danp@Eessus ; les composés sont dégradés
par anaérobie et aérobie spécifique. Par exengdehydrocarbures aliphatiques ont un taux
dedégradation plus élevé que les hydrocarbures aiques (HAP); en raison de leur
moindre complexité structurelle et leur faible moisholéculaire(Ambaye l.,2022). Les
bactéries et les champignonssont relativement amadlans le sol ; les membres des deux
groupes contribuent a la dégradation des hydrooesbua fraction de la communauté
hétérotrophe totale de bactéries et de champigpemset une meilleure restauration d’un sol

contaminé, par opposition a I'efficacité d’'un orgamne individuel (Subhastt al, 2012).
[1.4.1 Microorganismes hydrocarbonoclastes

11.4.1.1 Bactéries
Les bactériessont les plus impliquées et les ptives dans la dégradation des déchets
pétrochimiques. Les travaux menés sur la biorertiedi@les sols durant les deux dernieres
décennies ont permis l'isolement et I'identificatid’'une grande variété de souches capables
de métaboliser les HAP. Cette diversité regroupsianien des bactéries « Gram négatives »
(Gram (-) que des bactéries « Gram positives » nfGia).ll a été démontré que
de nombreuses bactéries spécifiqgues du phyatimobacteriaet Proteobacteria dégradent
les hydrocarbures aromatiques aliphatiques et poligries (HAP) Tableaull Toutefois, les
différentes souches isolées appartiennent souvemt @ombre plus restreint de taxons,
comprenant essentiellement lBRseudomona®Burkholderig Sphingomongavlycobacterium
et Nocardia(Técher, 2011). On peut y retrouver tous les tygebactéries, des autochtones,
des hétérotrophes, des aérobies, des anaérobiesmésophiles, des psychrophiles et
des thermophiles. Dans le tableau ci-dessous oauket les principaux genres bactériens

dégradants les hydrocarburesisolés du sol.
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Tableau Il .Principaux genres bactériens rhizospherique dégtadies hydrocarbures
(Leahy et Colwell, 1990 ; Cerniglia, 1992).

Gram Clades Genres
a- Proteobacteria Sphingomonas, Achromobacter,
Agrobacterium.
- Proteobacteria Alcaligenes, Burkholderia,
Comamonas, Polaromonas, Ralstonia,
Gram (-) Rhizobium
y- Proteobacteria Pseudomonas, Acinetobacter,
Klebsiella, Stenotrophomonas,
Haemophilus
Bacteroidetes Flavobacterium
Actinobacteria Arthrobacter; Rhodococcus
Micrococcus, Mycobacterium,
Gram (+) Terrabacter, Gordonia
Nocardioides Nocardia
Firmicutes Bacillus, Paenibacillus

11.4.1.2 Champignons
Les champignons sont considérés plus efficacedeguieactéries, car grace aleur mycélium
et a la croissance des hyphes ; leur permet unbeorei propagation dans le sol et un
contact facile avec les hydrocarbures. La prodacttbune large gamme d’enzymes
hydrolytiques extracellulaires favorisent la dégtamh des hydrocarbures a grande échelle
(Subhasht al, 2012). Les basidiomycétes ectomycorhiziengptarophes (champignons
de la pourriture blanche et brune) ont montré uamarquable capacit@ vitro de

dégradation des HAP et des composés phénoliques.

Parmi les genres qui ont démontrés une effica@tdidrestauration des sols ; on trouve :
Amorphoteca Neosartorya Talaromyces Graphium Candidg Yarrowia Pichia,
Aspergillus  Cephalosporium Pencillium  Cunninghamella Fusarium  Mucor,

PhanerochaeteRhodotorula Sporobolomyce Trichoderma.
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Tableau IV.Espéces fongiques dégradant leshydrocarbures(@hail al, 2004; Singh,
2006)

Genre Espéece Hydrocarbures
Aspergillus Aspergillus flavipes HA, asphlténe, résines
Penicillium Penicelliumjavanicum HA, asphltene, résines
Trametes Trametesversicolor Benzo[a]pyréne,
Anthracene
Eupenicillium Eupinecilliumjavanicum HA, asphltene, résines
Emericella Emericellanidulans HA, asphlténe, résines

[1.4.2 Meécanisme bactérien de dégradation des hydrocarbuse

Lamajorité des composés organiques polluants seadégt dans les conditions aérobies ;
l'incorporation des polluants a I'intérieur deslakds déclenche le processus oxydatif qui est
la réaction enzymatique catalysée par les enzymesygénase, peroxydase, les
déshydrogénases, cytochrome P450 (Cadiral .,) la fixation microbienne aux substrats, et
la production des biosurfactants sont des systerniéses pour remédier la dégradation des
PHS(Jérémietal.,,2022). Le mécanisme de production des biosurigetst bien étudié, car
ces derniers sont des agents émulsifiants et demite actifs. Ce qui résulte la réduction des
tensions superficielles entre les parties hydropeobn formant des micelles, puis les
microgouttelettes encapsulées a la surface dageicrobiennes hydrophobes ; sont prises
a lintérieur et dégradées (Subhasthal,2012).Sur le plan génétique de la cellule, 'ADN
plasmidique est une forme mobile, et peut transfireapacité oxydatif et solubilisant des
hydrocarbures d’'un organisme a un autre. De nomsbeeuoies cataboliques sont spécifiées
par des plasmides, et sont transférés latéraleraeraméliorant le potentiel métabolique des

membres d’'un écosysteme.

\

Certaines bactéries ont développées un systeme hidmiotactisme a travers des
chimiorécepteurs ; pour recevoir le signal de laezoontaminée. La bactérie se déplace en
fonction de la concentration du pollughtgure 5).
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Driffusion boundary

Particules du sol
HAP attrapés

Figure 5. Dessin schématique d'une bactérie dégradantA€sdé¢ développant a proximité
d'un sol emprisonné de HABgest la concentration en HAP a la surface de la
particule,C, est la concentration au niveau des cellulesest la longueur du trajet de

diffusion.
II.5 Facteurs affectant la biodégradation des hydrocarbres

» Composition physique et chimique des hydrocarbures
La sensibilité des hydrocarbures a la biodégradast déterminée par la structure et le poids
moléculaire de la molécule.Les n-alcanes de longdeuchaines intermédiaires (C10-C24)
sont dégradées le plus rapidement, ceux a coud@eclimoins C9) sont toxiques pour les
microorganismes, mais étant volatiles, sont géagraht perdus dans I'atmospheére.

Les alcanes a longues chaines sont résistants@édagradation. Les hydrocarbures poly

aromatiques sont généralement dégradés lentemeragmort aux autres COmposés

En plus de I'état physique, la biodisponibilité,clancentration, I'hydrophobicité ainsi que la
solubilité de ces composés organiques, influensantétendue de la biorestauration. Il a été
démontré que le taux de dégradation est plus é&bez les composés saturés suivis des

aromatiques légers.

e Température
La température joue un rble essentiel dans la iiediation, elle affecte a la fois I'état
physiqueet chimique des hydrocarbures, présents ldagite pollué, ainsi que la diversité de
la flore microbienne (Sunta at., 2017) Bien que la biodégradation puisse se predur une
large gamme de température. Les températures slavggnentent la solubilité des polluants
hydrophobes, diminue la viscosité et améliore thusiion dans le sol.
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A basses température, la solubilité des hydrocagbet la volatilisation des alcanes toxiques
a chaine courte se réduit et leur solubilité déeul diminue, ce qui retarde le début de la
biodégradation (Subhagt al.,2012).

* Nutriments
L'azote, le phosphore et le fer sont des ingrédiamécessaires pour la biodégradation,
ilspeuvent étre des facteurs militants pour lassance des populations de dépollution, sans
oublier le carbone qui est un facteur trés esdegmbier la majorité des bactéries (Subhash
al., 2012)..

1.6 La Bioinformatique dansla biorestauration

Avec |'évolution de la technologie, 'outil de bidormatique a permis de mieux interpréter
les données issues d’'une base de données biologiquee, les composés organiques, les
enzymes catalytiques et les voies de dégradatiamobiennes des déchets suivis de la
génomique, afin de comprendre [laspect génétiques lade la dégradation ;des
déchets(I'expression en ARN et ADN) , ce qui xilit I'étude sur la bioremediation des

environnements pollués, ainsi que développer lan@ogie de nettoyage.

Concernant les microorganismes effectuant la dégjad ont été cartographiés par la
bioinformatique, et a I'aide des approches de dagumique tel que I'électrophoréese sur le gel
en polyacrylamide, les spectrométries de massepet@ermis d’expliquer et d’approfondir
la recherche sur le processus microbien qui seutértmrs de la détoxification, et la
caractérisation structurelle des protéines microtes. Ce qui a franchi les frontieres entre la
biologie et I'informatique (Saragt al.2022).

Il.7 Biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules tensioactiveduites par une grande variété de
microorganismes (bactéries, levures, algues et plggnons)(Roy, 2017),Ces agents ont de
nombreux avantages par rapport aux tensioactifghéiigues, notamment une toxicité
moindre, une biodégradabilité accrue et une cotbiitdi écologique importanteSharma,
2021).

Leurs applications ont été étendues a de nombremaihes, tels que l'industrie alimentaire,
pharmaceutique et pétroliére, ainsi que dans leattterde bioremediation ou ils peuvent étre

utilisés comme une alternative plus durable auxigite chimiques tensioactifs synthétiques
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(Gakpeet al, 2007). lls ont une affinité pour les milieux npolaires comme les huiles et les
graisses.lls présentent la propriété de réduitenision interfaciale en se fixant a l'interface de
deux composés non miscibles (Baetal, 2021 ; Desai et Banat, 1997).

[1.7.1 Classification des biosurfactants

Les biosurfactants sont des composés qui peuventléssés selon leur structure chimique et
leur origine microbienne. lls peuvent égalemend éatégorisés en trois types en fonction de
la présence de groupes chimiques spécifiques. X [@s biosurfactants sont généralement
divisés en deux catégories basées sur leur poitécoiaire : les surfactants de faible masse,
qui comprennent les glycolipides, les lipopeptides, phospholipides et les surfactants de
haute masse, tels que les polyméres et les paditehsioactifs (Shoedi al, 2013; Santost

al., 2016).

[1.7.2 Microorganismes producteurs de biosurfactants

Les biosurfactants sont produits par une variétéideo-organismes, notamment des levures,
des champignons filamenteux et des bactéries, tir plar différents substrats tels que les
hydrates de carbone, les huiles et les hydrocasfDigrkoet al,2022).Ces micro-organismes
sont capables de synthétiser ces composés a ibextée la cellule ou a l'intérieur de la
membrane cellulaire(Gakpat al, 2007).Les micro-organismes producteurs de biastants
habitent dans une grande variété d'habitats, telsdgs milieux aquatiques et terrestres, ainsi
gue des environnements extrémes(Saataasl,2016).Sont également présents sur les tissus
végetaux, dans les jus de fruits et dans le néaarghi et al, 2014),mais sont souvent
trouvés dans des sols contaminés par le pétroldams des déchets industriels(Barat
al.,2010).

Les genres les plus fréqguemment associés a lagtiodwe différents types de biosurfactants

sontPseudomona®acillus Rhodococcust Candida(Singhet al., 2018).

11.7.3 Parametres influencant la production

» Influence de la source de carbone
La nature du substrat carboné a un impact sur datdqé et la qualité de la production de
biosurfactants (Rahaman et Gakpe,2008).Plusieunsca® de substrats carbonés ont été
signalées comme étant favorables a la productiobiagurfactants, telles que le diesel, le

pétrole brut, le glucose, le saccharose et le giy¢Besai et Banat, 1997).
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* Nutriments
Les micronutriments, ainsi que les minéraux madmments sont des composants essentiels
du milieu de -culture. Les producteurs de biosudiatst utilisent couramment des
micronutriments tels que le cuivre (Cu), le col§@lo), le zinc (Zn), le molybdéne (Mo) et le
bore (B), en quantités inférieures a 0,1% du voltmte (Nurfarahiret al, 2018).

* Température et pH
L'optimisation du processus biologique est essiatpour obtenir de grandes quantités de
biosurfactants, car la température, le pH, peuaoir un impact sur le produit final. La
plupart des productions de biosurfactants ont tlans une plage de température de 25 a

30°C. Le pH joue également un rdle important darrdduction de biosurfactants.

I1.7.4 Propriétés des biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules actives iebrmjudes propriétés polyvalentes, connus
sous le nom des tensio-actifs biologiques puisdgigérmettent la réduction des tensions
superficielles et inter faciales. En plus de ceteactéristique on trouve d’autres propriétés
qui ont un lien avec les critéres de performanceagemolécules. lls sont plus efficaces que ;
les surfactants chimiques car leur concentratiatiqae en micelles est plusieurs fois

inférieure, donc pour une diminution maximale desten superficielle, il faut moins de

biosurfactants (Constantina et Samiul, 2020).

= La réduction des tensions de surfacesLe biosurfactant s’accumule sur les surfaces
deux composants non miscibles afin d’augmentetefaction entre eux.

= Emulsification: Est une forme de dispersion entre une phase aguetisun
hydrocarbure qui conduit a la formation de petgesittelettes de graisse dispersées
dans I'eau(Deepansh, 2021).

= Formation des micelles.

» Formation de la mousse.

= Solubilisation des hydrocarbures : La production debiosurfactants initie des
changements structurels sur la surface bactérienrmigmente la disponibilité des

hydrocarbures.
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Les biosurfactants dés leur découverte, ils ontegpoités dans plusieurs domaines que ce
soit industriel, pharmaceutique, agricole et awdmns I'environnement comme agent de
dépollution.
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Il Le caroubier :caractéres généraux

Le mot caroubier vient de I'aralk@ kharroub.Il est connu sous le nom scientifique de
Ceratoniasiliqud. Est un arbre typiquement méditerranéen qui oiis les climats chauds
et peut atteindre une quinzaine de meétres de hauteposséde une cime tres étalée et
arrondie. Le tronc est épais, tres crevasse, tiaxtaemme l'olivier, car le caroubier pousse
aussi lentement et vit longtemps, jusqu’a 500 aes an tronc dont la base peut atteindre 2 a
3 metres de circonférence. Son bois est blan@jaeiforsqu’il est jeune et devient rose veiné
puis rouge foncé et dur en vieillissant. Il estst@pprécié en ébénisterie, marqueterie,
armurerie, charronnage et aussi pour la fabricationharbon.La floraison chez le caroubier a
lieu en automne sur le bois de deux ans et lesx\beis. Cette espece est considérée comme

la seule dans la région méditerranéenne qui fleeies éte(Figure6).

Tous, 1997).

(a) : arbre du caroubier p] : Systéme racinaire de I'arbre du caroubier);: (Feuilles de
I'arbre du caroubier ; d e): Fruit de I'arbre du caroubier sec et fraisf) : (Poudre du fruit

de caroube.
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lll.1 Exigences écologiques

On le rencontre a I'état naturel principalementbEspagne, Portugal, Maroc, Gréce, ltalie,
Turquie, Algérie, Tunisie, Egypte, et Chypre. ¥t introduit aussi en Australie, en Afrique
du Sud, aux Etats-Unis et en Amérique du Sud, (8b&pourouh, 2006).

Il n’a pas d’exigence particuliere vis-a-vis dengture du sol, I'arbre peut prospérer dans les
terrains les plus divers (Morton, 1987), depuistéges d’alluvion les plus riches jusque sur
les rochers les plus arides. Le caroubier préfesesbls calcaires, bien drainés et aérés et pas

trop argileux.

Les zones propices a la culture du caroubier doiére caractérisées par un climat
méditerranéen subtropical, avec des hivers douwxpdatemps suaves a chauds et été chauds
a trés chauds et secs (Batlle et Tous, 1997).Leub#r est un arbre xérophile,pouvant

survivre sous des climats secs et sans irrigations.

[11.2 Composition chimique

La gousse du caroubier est principalement constitigépulpe et de graines, qui représentent
respectivement 90% et 10% de son poids total. Bs&apfusieurs auteurs, la composition
chimique de la pulpe varie généralement en fonatiercultivar, de I'origine et parfois de la
période de récolte (Albanell at ., 1991).

La gousse du caroubier est riche en glucides, motrhen sucres hydrolysables tels que le
saccharose (34%), le D-glucose (64%) et le D-fee{®%). En revanche, sa teneur en lipides
est faible, ne représentant que 3% de sa compusitiest important de noter que la gousse
du caroubier présente une valeur énergétiqgue €leatégEignant 17,5 kJ par gramme de

matiere séche (Biner at., 2007).

La pulpe se distingue par sa teneur élevée eresuconstituant environ 40 a 60% de sa
composition globale. Parmi ces sucres, on trouweipalement du saccharose (27-40%), du
fructose (3-8%) et du glucose (3-5%), qui contriliudus a sa saveur caractéristique. En
revanche, la pulpe présente une faible teneurpedel (0,4-0,6%) et en protéines (2-6%)
(Avallone etal, 1997).En plus de cela, la pulpe se distinguespareneur particulierement
élevée en fibres, représentant environ 27 a 50%adeomposition. Elle contient également
une quantité significative de tanins (Saura-Calid@88).
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La graine présente une composition chimique avecfaible teneur en minéraux, en fibres et
en protéines. Cependant, elle renferme une quambitéble de lipidegBouzouita etal.,
2007).

[11.3 Domaines d'utilisation du caroubier

CeratoniasiliqguaC’est un arbre qui sur le plan socio-économiquécetogique peut jouer un
réle plus intéressants particulierement dans ledrées séches et dans les zones ou les
processus de désertification prennent des amptgunslus en plus alarmantes, notamment
dans le bassin méditerranéen. Le caroubier présenitetérét de plus en plus grandissant en
raison non seulement de sa rusticité, de son érdifice vis-a-vis de la nature du sol, de son
bois de qualité, de sa valeur ornementale et paysamais surtout pour ses graines qui font
l'objet de transactions commerciales dont la vatBpasse de loin celle de la production
ligneuse (Ait Chitt eal, 2007).

[11.3.1 Intérét économique

Le caroubier occupe une place d'une grande impmatanr les plans écologique, industriel et
ornemental. Il est considéré comme un arbre padywaloffrant une utilité remarquable a
travers toutes ses composantes, en particuliefradn En tant qu'arbre fruitier et forestier
exceptionnel, toutes les parties du caroubieregetjue les feuilles, les fleurs, les fruits, le
bois, les écorces et les racines, possedent uaaniatrinséque dans de nombreux domaines
(Aafi, 1996 ; Mhirit et Et-Tobi, 2002).

Le caroubier est largement utilisé dans le cadrprdgets de reboisement et de reforestation,
notamment dans les zones touchées par I'éroslardésertification (Rejeb ai, 1991; Biner
etal.,, 2007). En plus de son utilité écologique, il @galement apprécié en tant que plante
ornementale, souvent planté le long des routeses tbs jardins pour sa valeur esthétique
(Batlle et Tous, 1997).

Le bois du caroubier, également connu sous le micalouge”, est caractérisé par sa dureté
et son grain fin. Il est utilisé dans la fabricatidustensiles et comme source de combustible
(Batlle et Tous, 1997). L'écorce de l'arbre esteggant utilisée dans l'industrie de la tannerie,

en particulier pour le traitement et I'émaillags geaux (Batlle, 1997).

24




Etude bibliographique

[11.3.2 Utilisation thérapeutique

La caroube suscite actuellement beaucoup d’intrétlgérie, ou les industriels se disputent
le marché international, en vue de son exportaous forme de farine tirée de la pulpe et des
graines pour leur culture agricole. Cet arbre astelimportance économique considérable ;
ses gousses, plus riches en sucre que la canmeeaesdia betterave sucriere, sont utilisées en
industrie agroalimentaire et pharmacologique, natemt comme anti diarrhéique, leur
richesse en fibres leur confere des vertus hypesh@rioléemiantes et hypoglycémiantes ; les
composeés phénoliques qu’elles contiennent sonbrégihe de leur propriétés antioxydants
(Hariri etal.,,2009).

Des recherches récentes ont mis en évidence laseehen composés phénoliques d'autres
parties de l'arbre, telles que les feuilles (Whieét Klurfeld, 2000 ; Tahiri at., 2009) et
I'écorce (Katim efal., 2010). Ces composés ont démontré leur potertighic préventif
contre certains cancers, en particulier ceux taoicleasystéeme gastro-intestinal (Corsiaét
2002 ; Peters etl., 2003 ; El Hajaji eal., 2011).

La caroube donne naissance a deux produits priuncipa gomme, extraite de I'endosperme
de la graine, est tres prisée dans lindustrie aignentaire en raison de ses propriétés
texturants (Avallone atl., 1997). Elle est également utilisée dans le segiearmaceutique,
cinématographique, textile et cosmétique (Prajagiadi., 2013). La gomme de caroube est
considérée comme l'un des dérivés les plus rechercle la plante en raison de ses
caractéristiques exceptionnelles en tant que radHitif (Sbay, 2008).La farine est utilisée
dans l'alimentation des enfants, (Lizardoaét 2002), I'alimentation diététiqgue humaine
(Dakia etal., 2007) et comme ingrédient potentiel pour les alita sans gluten (Feillet et
Roulland, 1998).Elle est également utilisée danzrdauction de bioéthanol, d'acide citrique
et comme antioxydant en raison de sa teneur élv@elyphénols (Makris etKefalas, 2004).
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IV Matériel et méthodes

IV.1 Objectif

L’objectif de notre recherche, est la productiorbaesurfactants sur milieu a base de fruits de
caroubier, par des souches rhizospheriques du deéamecélus sp. , isolées d'une culture

céréaliere, BIé durTtiticum durun), ainsi qu’a I'étude de leur activité hydrocarbolaste.

IV.1.1 Cadre de I'étude

Le travail a été effectué au sein des laborat@éemgogiques de physico-chimie et d’analyse
microbiologiques, Faculté des Sciences Biologigeesdes Sciences Agronomiques de
I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, duralat période allant du 23 avril 2023
jusqu'au30 Mai 2023.

Les étapes du travail réalisées sont représendéeslel diagramme suivant :

Préparation des milieux de cultures

Analyse physico-chimique Analyse microbiologique

. . Milieux de culture ensemencés
Parametres physico-

chimique du milieu

Tests d’identification de

production de biosurfactaul
pH

Test de dégradation des

hydrocarbure
Extraction des

biosurfactant
Test de 'activité

Figure 7. Diagramme représentant 'ensemble des étapesimgrdales.

26




Etude expérimentale

V.2 Matériel

IV.2.1 Matériel végétal

Nous avons choisis le fruit sec de I'arbre du chre@u(Ceratonia siliqua L) comme substrat,

connu pour sa richesse en nutriments et vitamiéesssaires a la croissance bactérienne.
IV.2.2 Matériel du laboratoire

v Produits chimiques et appareillage
Appareillage et réactifs
Le matériel utilisé dans notre travail expérimentablvants, réactifs chimiques, milieux de

cultures et appareillages sont présentéarerexe ().

IV.2.3 Matériel biologique

Les microorganismes (bactéries) testés sont deshesudeBacillussp.lsolées du sol

Rhizospherique de Blé dufriticum durun), provenant d’études précédentes et sélectionnées

selon leurs capacités hydrolytiques de substanoegplexes. Leurs caractéristiques sont

citées dans leTableauV.
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Tableau VI. Caractéristiques biochimiques des souches die gamwillus.

Tests biochimiques  Bacillussp.3 Bacillussp.4
Catalase + +
Oxydase + -
Urease - +
Nitrate réductase + +
Lécithinase + +
Amylase - -
Coagulation du lait  + +

IV.3 Test de dégradation des hydrocarbures
Ce test a été réalisé pour confirmer la capacitdrdoarbonoclastes des deux souches
bactériennes, sur milieu Gélose Nutritive additénd’'un hydrocarbure a différentes

concentrations.

Trois concentrations d’hydrocarbure (1%, 2% et 48ogasoil), ont été additionnées a la
gélose nutritive liquéfiée et refroidie. Aprés hayagoéisation, le milieu est coulé dans des
boites de Pétri et ensemencé par les souchesibao&s. Les boites ont été ensuite incubées
a 30°C pendant 24h. Des boites témoins sans hythureaont été utilisées. La souche qui est
capable de dégrader I'hydrocarbure et présenteumssance visible et un nombre important

de colonies est considérée comme potentiellementlbeure.

IV.4 Préparation du Milieu minérale a base de glucose
La composition du milieu a base de glucose quuashilieu minimum est mentionnée dans

I'annexe Il.

Les différents composés ont été pesés et mélankgemuadistillée, aprés homogénéisation, le
milieu est stérilisé par une tyndallisation dansham-marie pendant 3 jours (2h / jour) a
60°C, afin d’éliminer toute forme microbienne végéte et sporulant (Ould El Hadj et al,
(2006).

IV.5 Préparation du milieu de culture a base du fruit decaroubier
Les fruits du caroubier ont été broyés dans unéunyglectrique. La poudre obtenu a été

conservée dans des bocaux en verre a 4°C pendasearaine .
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Récolte Séchage

[ |

. = "
Stockage ':| Broy age e
lamisage

Figure 8. Difféerentes étapes suivies pour la préparatmfagoudre du caroubier.

La composition du milieu est indiquée dans I'annébte
Mode opératoire

300 g de la poudre des fruits de caroubier sonamgéls a 1000mL d’eau distillée. Apres

homogénéisation, le milieu est mis au bain- marf@eC pendant 45 minutes avec agitation
rigoureuse en continu. Aprés refroidissement leapdtié neutralisé et le milieu a été autoclavé
a 120°C pendant 20minutes (Ould El Hadple2006).

IV.6 Caractérisation physico-chimique du milieu & base & Caroube

v' Mesure de la matiere seche(MS) (norme NFT 90- 028 Q970)
La matiere seche d’'une plante est constituée deéraix (potassium, azote, phosphore,
calcium, etc.) et des oligoélémeritsle fer, le cuivre, le manganése, le molybdéne
et le zinc, etc.). Elle peut varier en fonction du type du fruit de I'échantillon analysé

aussi en fonction des conditions de culture etietlue la qualité du produit.
Mode opératoire

20ml de la matiére fraiche (milieu caroubier, Fafl); ont été mis, dans des cristallisoirs

préalablement pesés, puis placés dans le fourtalPas105°C pendant 24h.
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Figure 9. Cristallisoirs contenant la matiere fraiche.

Le taux de matiere seche eatculé comme st ;

Taux de matiére seche= (m-m0/V) x 100

. M1 : masse de la capsule avec matiére séchée en gelV.
. MO : masse de la capsule vide e
. V : volume de la prise d’essai en

v" Mesure du taux decendres (TC) (norme NFT 90- 029 06 1970)
Les cendres désignent le reste de matiere minégakes combustion. Cette mesure n

permet d’évaluer la pureté et la qualité de notni.

La matiére seche obtenue est p ; puis mise dans des creusés en glarne qui sont placés
par la suite dans un four a moufle pour la calodmad 600°C.Trois essais ont été réal

La teneur en cendre est calculée par la formuleasts :

Teneur en cendres = (m-mO0/V) *100

. M2 : masse de la matiére secalcinée en g.
. MO : masse de la capsule vide e
. V : volume de la prise d’essai en
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v' Matiéres volatiles seches(MVS)
Une matiére volatile séche d’'une plante ou un frefic. fait référence a des composés qui
s’évaporent lors d’'une exposition aux fortes terapées qui sont présents dans la plante sous
forme séche, est déterminée en faisant la difféentre la masse de la matiere seche obtenue
aprés évaporation dans le four a moufle a 1054 ehdsse des cendres aprés calcination a
550°.La teneur en matiére volatile séche est détéerpar formule suivante :

MVS =MS -TC

IV.7 Etude dela production de biosurfactants

IV.7.1 Repiquage des souches
Les souches dBacillussp. Ont été repiquées sur Gélose Nutritive etlides a 30°C pendant
24h. L'aspect macroscopique des colonies obtentésadpcubation a été décrit (forme des

colonies, contour, pigmentation).

IV.7.2 Préparation de pré-culture a base de caroubier

La préparation de la pré-culture a été réaliséel’pasemencement de 50ml du milieu de
culture stérile par une culture jeune obtenue slwsg nutritive (prélever une colonie bien
isolée), tout en respectant les conditions delis¢édans le but d’éviter les contaminations
microbiennes. Les béchers sont par la suite incab®3°C pendant 24h. La pré-culture est

effectuée pour enrichir et préparer les bactégscsonnées sur le milieu de culture choisi.

I\V.7.3 Culture sur milieu a base de caroubier

Dans des erlenmeyer stériles de capacité de 5@ alOml de chaque milieu (glucosé ou
caroubier) ont été introduits. Ensuite 1ml de lGolum (pré-culture) a été rajouté. Les
milieux ont été incubés a température ambiante ag#ation continu a 100 tr/min pendant

10 jours.

IV.8 Tests d’'identification de production de biosurfactats

v Index d’émulsification
Ce test a été mis au point par Fran@le1991) puis modifié par Bodouret Maier (1998). Ce
test permet de vérifier la capacité des souchegobignnes a émulsionner une phase

hydrophobe (pétrole brut, gasoil, benzéne) dangtase hydrophile (le milieu de culture).
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Dans des tubes a essais stériles, nous avons nlisd@nmilieu de culture contenant
linoculum avec 2ml de gasoil, les comparer aun démnégatif contenant 2ml
d’hydrocarbure et 2ml du milieu de culture stériles tubes sont agités au vortex pendant 3-4

minutes ; puis laisser se reposer 24h ; les ésmaseprésentées dangfagure 10).

L’index d’émulsification est calculé par la fornsuduivante :

E24 = (hauteur de I'émulsion / hauteur TOT du mélage)*100 ]

~
w S

Surnagearth

+ H tot

Gasaoill

N

Figure 10. Schéma représentant les étapes de réalisationdied d’émulsification.

v Le pouvoir moussant (foaming) :

Les surfactants naturels ont la capacité a formermousse appréciable.

5ml du surnageant de chaque milieude culture antnétoduite dans un tube a essai ; apres
agitation au vortex pendant 5 minutes (Mohamme®,;719e calcul du pouvoir moussant a

éteé réalisé par I'équation suivante :

Foaming = (hauteur de la mousse / hauteur totale) ¥00
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v' Test de I'effet nettoyant des biosurfactants
Pour déterminer la capacité nettoyante et de damonation du biosurfactant produit, nous

avons réalisé le test décrit parPruthi et Came2did),|egerement modifie.

La paroi interne d'un bécher de 10 ml a été imtawéc I'huile de moteur neuf ( Total
QUARTZ 5000 15 W-40) puis 10 ml du milieu de cuturentrifugé (a 3000 tr/ 20 min) ont

été introduits, le tout a été agité pendant 1 rhlaissé reposer pendant 6 heures.

La capacité nettoyante est exprimée par le détaghiedes gouttelettes d’huile des parois du
béchers. Des essais témoins d’'un milieu neuf (t@mégatif) ont été réalisés dans les mémes

conditions.

v' Test parafilm

Le test de parafilm est utilisé comme un essaimnméhire pour la détection de la production
des biosurfactants. Nous avons réalisé une ceguititn des 3 milieux de cultures contenant
inoculum a 5000 tr/min pendant 10 minutes danbuéede séparer les cellules bactériennes

du surnagear(Figure 11).

Goutte du surnageant Teste negatif (pas de
O : Production de biosurfactant 5}:
I
I
O | = =

: -— —»

Papier parafilm hvdrophobe sec. Stabilité de la goutte : Dispersion dela goutte
I

Figure 11:Schéma de démonstration du test sur papier pa(&dtpute eal., 2010)

Mode opératoire

Un volume de 20 pl du surnageant de chaque culiuéet déposé sur la face hydrophobe du
papier parafiim. Le méme volume d’eau distillété @tilisé comme témoin stable. ensuite le
diametre de diffusion des gouttes des échantilloét mesuré et comparé a celui du témoin
(Satpute etal., 2010).
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IV.9 Extraction du biosurfactants
L’extraction des biomoléculéBSigure 12), a été effectuée en adoptantla technique
d’extraction par solvant décrite parChandraale2010) et Pereira ai. (2013).

Culture bactérienne aprés 10 jours (milieu & base de caroube et milieu glucosé).

l

Centrifugation 5000 tr/min pendant 20 minutes dans des godets propres

Acidifier le pH du surnageant des quatre cultures a 2 par une solution de HCL
(3N)

|

Dans une ampoule préparer une solution de 20ml du chloroforme et 10ml du

méthanol plus 150ml du surnageant

l

Agiter vigoureusement pendant 15minutes (répéter 2 fois)

l

Laisser décanter pour quelques minutes aprés chaque agitation

l

Récupérer la phase organique qui est en bas de 1’ ampoule

l

Evaporation par 1’ évaporateur rotatif

Récupérer le biosurfactant aprés évaporation du solvant

Figure 12. Diagramme montrant les étapes d’extraction deubiastant.
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IV.10Testd’activité antibactérienne

Le test d'activitéantibactériennedes biosurfactantté réalisé en utilisant deux souche:
référence $taphylococcusLGA251 et Escherichia coli ATCC 25922), préalableme
ensemencées par étalement sur gélose Muller H

C'est une méthode proposée Cooper et Woodman en 194(pour tester l'activite
antimicrobienne des huiles essentie

La méthode consiste a déposer des disques de papitman stériles imprégnés
biosurfactant sur la gélose. Ce dernier se diffaskalement en créant une zone d’inhibit
circulaire sur la surface de la gélose préalabléenermsemencée par les suspens
bactériennesforman et Deans, 2000). Un témoin positif (antilgia¢ : la gentamycine) et L

témoin négatif (eau distillée stériont été utilisés.

Figure 13. Milieu Muller Hinton ensemencé p.Staphylococcust E. colien présence des
deux biosurfactants.

\% Repiquage des souch :
Dans des conditions aseptiq ; nous avons réalisé un ensemencement sur gélosgvet

pour les deux souch®taphylococclet E. coli, ensuite les boites de Pétriont été incub
pendant 24h a 37°C.

Vi Teste de pureté des coloni :

Aprés le repiquage et l'incubation des souches reese¢es; nous avons reéalisé u
coloration de Gram, dans le but de confirmer leefudessouches sélectionnées. Les &
de la coloration sont décrites comme indiqué de@annexe V.

Cette technigue nous permet de distinguettypes de bactéries (Gram positifs et les G
négatifs), et les différencier d’apres leur morplgié
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VIi Préparation de la suspension bactérienne

2a 5 colonies identiques et isolées, sont préledaewe culture jeune de 18 a 24 heures et
emulsionnées dans 9ml d’eau physiologique stéilll® &o.

Apres homogénéisation, la suspension bactérienrntstaedardisée par la mesure de
I'absorbance (DO) a I'aide d’'un spectrophotomééglé a une longueur d’'onde de 620 nm.
On admet uniguement une valeur comprise entredl.08L, qui est I'équivalent d’'une charge

bactérienne de 1G 1§ UFC / ml.
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VIl  Résultats et discussic

V.1.Caractérisation des isolat

v/ Caractéres morphologique
Les caractéres morphologiques des deux souchBacillussp. Ont été évalués en réalis

des cultures pures sur des milieux géloFigure 14).

B sp.4 B sp.3

Figure 14. Résultats du repiquage des souches du Bacillus sp.

» Caractéres macroscopiqu
Les caracteres macroscopiques ont été décrits bassat sur une observation a I'ceil nt

a la loupe binoculaire des colonies développéegdose nutritive (TableeV).

Tableau VII. Caracteres culturaux des souches bactérienriésssie la rhizosphére du |

dur.

isolats  couleur forme taille surface  opacité relief contour
Bacillus Blanchatre, ronde 1-2mm Lisse, translucide plate régulier
sp.3 jaune seche

Bacillus Blanchéatre irréguliere envahissanteLisse translucide plate irrégulier
sp. 4 jaune brillante

» Caracteres microscopique

Les caractéres microscopiques ont été décrits aprés une coloration de gram
réalisé sur des colonies jeunes des deux souches développées sur gélose

nutritive (Tableau VI).
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Tableau VIII. Caractéres microscopiquesBiacillussp.3 eBacillussp.4.

isolats forme Gram agencement

Bacillussp.3 bacilles positif Isolés ou en amas,
parfois a courtes ou a
longues chaines, ou
enchevétrés non
fragmentés spores non
déformantes)

Bacillussp.4 Gros bacille avec despositif En chainettes
spores ovales

V.2.Test de dégradation des hydrocarbures
La premiere étape dans le développement d'un prteate bioremediation est la sélection de

souches bactériennes avec un potentiel élevé digdnadation des contaminants pétroliers.

Cette démarche consiste en un criblage progreedd dollection des isolats bactérien selon

leurs capacités a tolérer et a dégrader le ggsaika®24H, 3jours et 6jourd-igure 15 ; 16).
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Figure 15 : Résultats de croissance bactérienne apres 6
(a): Croissance dB.sp.4 a 29; (b) : Croissance dB.sp.3 a 2% (c) : croissance dB.sp3

etB.sp.4 a 1% (d) : croissance des deux souc ; (e) : Croissance dB. sp.3 a 4¢; (f):

Croissance dB. sp.4 a 4%.

Selon les résultats observés danFigure 15,il a été démontré quBacillus sp. 4 présente
une croissance importante sur le milieu additiomieé I'hydrocarbure, ce qui peut é
expliqué par I'adaptation de son métabolisme aurpmsés hydrocarbonés, par rapport

soucheBacillus sp. 3, qui se manifestent par une croissancte. Plusieurs hypothés
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peuvent étre suggérées. Cela est di soit a laenatarl’hydrocarbure, soit a la durée

d’incubation ou le systéeme enzymatique qui jouedl@ fondamentale dans ce mécanisme.

V.3.Résultats des parametres physico-chimiques deefatonia siliqua
Les reésultats obtenus pour quelques parameétres icphgtimiques des fruits de
Ceratoniasiliqguasont resumés dans (€ableau VI). Le résultat de chaque test est exprimé

sous forme de la moyenne de trois essaies * I'égaefAnnexe VI).
Tableau IX: Résultats de quelques paramétres physico-chimicg@actérisant la plante

Ceratonia siliqua.

Test Résultats
Matiére séche (%) 17+0.77
Taux de cendres (%) 0.45+0.19
Matiére volatile seche(%) 15+0.85

Selon les résultats cités ci-dessus, il a été athgjue le taux de matiere seche calculé

estléegerement similaire a celui obtenu par Kamaloeissefetl. (2013).

Par contre il est inférieur a celui obtenu par 8igtal. (2011). cette différence peutétre di a
la variété du caroubier, aux facteurs pédoclimatiffampérature de culture, lesinondations,

I'humidité, etc.) ou a la quantité de I'échantillanalysé.
V.4.Résultats des tests de production des biosurtaats

v L'indice d’émulsification
L’indice d’émulsification est une caractéristique k& présence des biosurfactants dans le

milieu de culture provoquant ainsi une émulsioguife 17).
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Figure 16:Résultats du test d’émulsification Bacillussp. 3 eBacillussp. 4.
(a) : Emulsion sur milieu glucoséh): Emulsion sur milieu Caroubier.

Tableau X : Résultats de l'indice d’émulsification.

Surnageant Souche E24

Caroubier CB.sp.3 52%
CB .sp.4 60%

Glucose GB .sp.3 28.57%

GB .sp.4 37.14%

Les résultats obtenus indiqués danbitpure 17 et Tableau VIII, ont montré que les deux
souche®B.sp.3 etB.sp.4. sont productrices de biosurfactants aveadexi d’émulsification
de 52% et 60% respectivement dans le milieu a Basmroubier, et de 28.57% et 37.14%
respectivement dans le milieu minimum additionné@ldeose. Il s’est avéré que le milieu a
base de caroubier est le mieux convenable a lauptioth du biosurfactants, ainsi qu'a la

croissance des deux souches.

Wei., etal(2005), rapportent que les surfactants produits dans leuna base de glucose
par Pseudomonas aeruginos@mulsifient le kérosene et le diesel avec des éxdic
d’émulsification de 79,5 % et 80,3 %respectivement.

Pereira etal. (2013 ont isolé une souche appartenant au gent®. dribtilisa partir d'un

champ pétrolier au Brésil, avec un pouvoir émudsifide n-hexadecane de 52.7 %.

Les résultats rapportés précédemment, permettesugtgerer 'utilisation des deux souches
testées comme agents de bioremediation et prodaaeubiosurfactants qui émulsifient les

hydrocarbures dans la rhizosphere.
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Une observation microscopique au grossissement]; a été effectuée pour la mou:
formée apres 24h, dans le but de savoir la quadittémulsion formée et la lle des bulles
(Figurel?).

Figure 17: Résultats d’observation microscopique d’émuls
(a): Emulsion de la soucH2Sp.3 ;b ): Emulsion de la souch&sp.4.

Ces observations ont montré que les bulles formaeta souchB. sp.4 sont plus petites
régulieres que celles de la sou®B. sp. 3, ce qui indique que la premiére souchees
bonne émulsification. Plus les bulles sont petipigs I'émulsification est élevée

inversement.

v" Test du pouvoir moussar
Les biosurfactantsproduits par les especes bactéri ont la capacité de former u
mousse lorsqu’ils sont mélangés ou agités aveced let la concentration en mou:
dépend de la concentration et des propriétés spéed des biosurfactants utilisLa figure
suivante, montre la mousse formée par les biosurfactantglysts par les souch;

lorsqu’elles sont cultivées dans le milieu a bas€droubie
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Figure 18 Résultats du pouvoir moussant dans le milieus# ld@ Caroubier.

(B3) :Bacillussp.3;(B4) :Bacillussp.4; (T) : ttmoin

Les résultats du pouvoir moussant en pourcentagel@® deux souches sont présentés dans

le Tableau suivant

Tableau Xl : Résultats du pouvoir moussant.

Surnageant Souche Taux de mousse
Caroubier CB.sp.3 30%
CB.sp4 37.03%
Glucose GB sp.3 20%
GB.sp4 25%
D’apreés lafigures 18 et tableauXIl ; il a été relevé que les deux souches révelepournoir

moussant,important sur milieu a base de carouhier surle milieu a base de glucose.

Bacillussp. 4 a exhibée un bon résultat decillussp. 3.

Le caroubier représente un milieu favorable et eaable au développement des deux

souches. C’est une plante riche en sucres, polygbhémninéraux,etc.

Xu et al. , (202Pont décrit une forte production de rhamnolipids Pseudomonasp.

Et une capacité moussante importante sur milidwerén nutriments dans le bioréacteur.
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v Test de I'effet nettoyant
Les biosurfactants sont connus a échelle largésquit la capacité de disperser les huiles, et
leur efficacité varient en fonction du type deslésiiet la concentration du biosurfactant dans

le milieu.

Nous avons procédé a un test spécifique pour avidffet nettoyant du biosurfactant excrété
par les soucheB sp.3 eB sp.4 dans milieu a base du fruit de caroubigiugtosé .Ce test a
permis de mesurer l'efficacité nettoyante de ceslses par rapport a I'huile de moteur. Les
résultats de cette évaluation sont illustrés dan3dbleauXIll, mettant en évidence les

performances de nettoyage des différentes souches.

Tableau XIV: Résultats de test effet nettoyant.

Milieux Traitements Rapport Hn/Ht x 100 (%)
Milieu neuf + huile du 0
moteur

Glucosé Surnageans .sp.3+ huile du 38%
moteur

SurnageanB .sp.4 + huile du 44.4%

moteur

Milieu neuf + huile du 0

moteur

Surnageais .sp.3 + huile du 55%
Caroubier moteur

SurnageanB .sp.4 + huile du
moteur 60%

o Hn : Hauteur nettoyée. Ht : Hauteur totale

Selon les résultats montrés au tableau ci-dessaupmparaison au témoin négatif dont le
milieu n’a pas été ensemenceé. Le milieu a basmdmibier en présence de la souBlsp.

3 ouB.sp. 4, présente un pouvoir nettoyant satisfaidgb¥o(et 60 %) respectivement, que le
milieu a base de glucose (38% et 44.4 %). Celarmipede constater que le fruit de

caroubier peut étre valorisé dans le domaine @éol@mediation (comme biostimulant) des
sols contaminés par les hydrocarbures, en l'utitiswmmme source de nutriments pour les

bactéries rhizospherique a caractere hydrocarbasted, Silva etal. (2014) ont
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démontréque les biosurfactants possedent la fonct@ nettoyer des solides contaminés
d’'une couche d’huile.

v' Testde parafilm
Le papierparafilm contient une surface hydrophdbe.test nous permet de confirmer la
présence de biomolécules dans notre échantillom, résultats sont représentés dans
leTableauXV et la Figure 20.

Tableau XVI: Résultats des diametres des microgouttelettegapier parafilm.

Témoin Surnageant
Milieu Eau distillé GB.sp3 GB.sp4 CB.sp CB.sp4
3
Diameétre (mm)  5mm 6 6.5 6.5 7

(G) : Milieu glucosé ; (C): Milieu a base de frdi caroube

Figure 19 Résultats du test parafilm.(C4) : milieu caroubiBersp.4 ; (C3) : milieu
CaroubierB. sp.3 ; (G4) milieu glucos®. sp.4 ; (G3) : milieu glucos®. sp.3.

Les résultats du test de parafilm montrent quediametres des gouttelettes obtenus (aprés
effondrement sur papier parafilm par comparaisonna goutte d’eau comme témoins
stables)s’échelonnent entre 6.5 et 7 mm pour latsoB. sp. 4. et entre 6 et 6.5 pour la
soucheB. sp.3. D’apres ces résultats, la souBhsp. 4 est la plus productrice de tensio-actifs.
Mais reste toujours faible par rapport aux réssiltatenus paSari et al. (2014 qui ont
enregistrés des valeurs de diametres allant dE08nam.
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Nohaet al. (2004) ont énoncés que lorsque le seamge contient pas de biosurfactants, les
molécules d’eau polaire sont repoussées par lactiydrophobe du parafilm et les gouttes
restent stables. Par contre lorsque le surnageamtient des biosurfactants, les gouttes
s’étalent sur la surface car la tension interfacetre la goutte du surnageant et la surface

hydrophobe du parafilm est réduite par la préseundeiosurfactant.

V.5 Résultat d’extraction de biosurfactants
La technigue d’extraction par solvant organiquetapvaporation a I'aide d’un rota vapeur ;
a donnée des extraits de couleur jaune a doré awmectexture visqueuse pour les
biosurfactants produits dans le milieu minimum. filieu a base de caroubier, il a été
constaté la présence d’'une émulsion stable, fompées agitation vigoureuse du mélange
solvants et modt de fermentation indiquantla préidaade biosurfactants(Figure20).

Figure 20 Figure montrant I'extraction du biosurfactant.

V.6.Test d’activité antibactérien du biosurfactant

Les résultats de I'activitéantibactérienne deshfastants su8taphylococcusaureust
Escherichia coliTableau XVII et Figure21).
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Figure 21: Résultats du test antibactérien pour les souchdsvées dans le milie
Caroubiera):  biosurfactant  produit par les deux souches sur liewr
caroubier,(b): biosurfactant produit par les deux souches suemijlucose

L’activité antibactéienne des biosurfactants extraits, révelent unevitgct notable
suiStaphylococcus aureuwet Escherichia co. Les diametres de zones d’inhibition.-a-vis
de S. aureus LGA251et d’E. Coli ATCC 25922 sonapétilés dans le tableat-dessous.

Tableau XVIII : Résultats de I'activité antibactérienne des hiestiants

Diamétre des zones d'inhibition est en (mn

Souche étudiée Staphylococcus Escherichia Coli
Extrait testé aureus LGA251 ATCC 5922
Extrait de C B sp.3 10.5+0.7 (+) 10.5£0.7 (+)
Extrait de C B sp.4 11+1.4 (+) 11.5£0.7 (+
Extrait de G B sp.3 11 (+) Non observe
Extrait de G B sp.4 12 (+) Non observe
Témoin positif (disque 23 (++) 27 (++4)
d’ATB Gentamicine)
Témoin négatif (disque 0 0
wattman stérile)

Résistante(), sensible(+), trés sensible (++), extrémement sévle (+++)
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Les biosurfactants issus des culture8. Gp.3 et ®@.sp.4 ont présenté une activité
antimicrobienne contr8taphylococcusGA251.avec des zones d’inhibition 11 mm et 12 mm
respectivement. Les biosurfactants produits pBtSG et .S4 ont montré une activité
antimicrobienne contr&. coli ATCC 5922, avec des zones d’inhibition de 10.5mm®.2et
11.5mm + 0.7respectivement et de 10.5mmz 0.7 etmi#®@.7 respectivement sur LGA251,
Plusieurs études ont confirmé l'effet similaire d@ssurfactants sur différentes souches
pathogenes. Par exemple, dans une étude meneEHRIHAT et al.,(2011)es agents
tensioactifs produits paBrevibacterum7G et Ochrobacetrium 1C ont démontré un effet
antimicrobien en inhibanPseudomonas aeruginogal CC 1544 etStaphylococcus aureus
ATCC 9144.

Ces résultats confirment que les biosurfactantsvgrgujouer un réle important dans
linhibition de diverses souches bactériennes pghes, offrant ainsi des

perspectives,prometteuses pour leur utilisatiotaehqu’agents antimicrobiens.
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Conclusion et perspectives

L’objectif principal de notre travail était de testa capacité des souches rhizosphériques du
genreBacillus sp.A produire des biosurfactants dans un milieasebdu caroubier, et leur

pouvoir de se développer dans un milieu contenaimydrocarbure pétrolier.

Le suivi de la croissance des souches sur une egélasitive contenant I'hydrocarbure
(gasoil) a trois concentrations différentes a é@éctué pendant 6 jours ; La soudBacillus
sp.4 a montré une forte adaptation a la sourceadieone et une bonne production de

biomasse, en comparant a la souBheillussp.3.
La détermination de certaines caractéristiqguesiptychimiques du caroubier a été réalisée.

Les résultats obtenus montrent que la gousse douBiar est riche en matiere organique

ainsi une quantité moins importante de matiere ralaéet matieresechevolatile.

Concernant la production des biosurfactants patléeis souches ; et d’ apres les tests réalisés
('indice d’émulsion (IE24), foaming, test de pakaf et la capacité nettoyante de I'huile du
moteur neuve.) il a été énoncé que les deux soumftedonnée des résultats satisfaisantes
pour chaque parametre étudiélorsqu’elles sontvéds dans le milieu enrichi qu’au milieu

minimum:.

Les biosurfactants extraits du milieu caroubieglatoségBacillussp.3 et Bacillussp.4) ont
exhibés un effet antibactérien moyen vis-a visEsgherichia coli ATCC 5922

etStaphylococcusaureL&A251.

A la lumiere des résultatsencourageants obtenusleswaroubier, il est souhaitable de
compléter cette étude par des

Approches plus approfondies, a savoir :

o] Une étude physicochimique, photochimique et thértiqpee.

o] Identification des souches étudiées et leur classibn taxonomique.

o] Etude des propriétés physico-chimiques du biostaf@groduit pour mieux connaitre
sa nature, sa structure ...etc.

o] Etude de son activité antibactérienne contre dégugouches microbiennes pathogénes
notamment fongiques.

o] En fin, il est souhaitable d’exploiter la producticde biosurfactant dans des
bioréacteurs agrande échelle, et ce, dans la mtrsped’améliorer les rendements de

production.
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Annexe VIi

a) composition des milieux de culture
» Milieu glucose

Glucose 59
Na ClI 15¢g
K2HPO4 1.69
KH2PO4 0.49
MgSO4 0.09g
NH4NO3 0.1g
CaCl2 0.02g
ZnS0O4 0.01g
FeS04.7H20 0.05g
MnS0O4.H20 0.008g
CuS04.5H20 0.004g
CO(NH2).H20 0.01g
pH=7

» Milieu a base de Caroubier

Poudre de caroube 300g
Eau distillé 1000ml
pH=7

» Gélose nutritive
Eau distillé 1000ml
Agar 289

» L’eau physiologique
Chlorure de sodium 9g
Eau distillée 1000ml
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Annexe VIII

Tableau OlListe des appareils

Appareille

Autoclave

Balance de précision
Balance

Ph metre

Agitateur
Centrifugeuse

Four a moufle

Etuve a 30°
Microscope Photonique
Réfrigérateur

Vortex

Four pasteur

Etuve a 37°

Spectrophotometre

Marque

Webeco
KERN 770

KERN EMB 1200-1

Methrohm
Heidolph

SIGMA
Nabertherm
BINDER

Hund WETZLAR
ENIEM

Memmert
Memmert
BIOTECH

ENGINEERING
MANAGEMENT

CO.LTD.(UK).VIS — 7220G

Tableau 2Liste de matériels et verrerie

dBits matériels et verrerie

Ampoule & décanter
Barreau magnétique
Béchers

Boites pétri

Burette graduée
Compresses stériles
Cuvette

Ecouvillons stériles

Eprouvette
Erlenmeyer
Fiole

Flacons en verre
Micropipette
Parafilm M
Pipette pasteur

Spatules
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Entonnoirs Tube a essai

Annexe IX

Tableau 4Mesures dela masse des cristallisoirs, matiefteeseéicmatiére fraiche

Essai Masse du cristallisoir () Masse de la MF (g) Masse de la MS(g)
1 122.1 143 125.2
2 128.32 151.3 131.7
3 126.3 143.9 126.3

Tableau 5Mesures des poids des creusets en porcelaineeddses de chaque essai

Essai Masse du creuset (Q) Masse des cendres (Q)
1 21.9778 21,7643
2 21.6784 22.0562

3 21.7623 21.8425
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Annexe X

Coloration de Gram

Différentes étapes de cette coloration :

__préparer et fixer un frottis bactérien a la chabiu bec bunsen.

_ Coloration par le violet de gentiane. Laisser aghninute. Rincer a I'eau

__Ajouter du lugol (solution d’iode iodo-ioduréegtaler le lugol et laisser agir

20secondes. Rincer a I'eau.

_On peut realiser une deuxiéme fois I'opératiantajuement pour plus de sécurité.

_ Décoloration de l'alcool : verser goutte a gouttdcool sur la lame, et surveiller
ladécoloration (5a10 secondes). Le filet doit étedr a la fin de la décoloration. Rincersous
filet d’eau.

_ Recoloration a la fuchsine. Laisse agir de 30s#e® a 1 minute. Rincage a l'eau
puisséchage.

_ Observer avec une goutte d’huile a immersion.ealfj 100(grossissement x100).
Lesbactéries a Gram positif se colorent en violetsaque les bactéries a Gram négatif

secolorent en rose.





