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Résume

Les surfactants sont des agents a activité de surface synthétisés chimiquement ou par voie
biologique (biosurfactant). Ces molécules sont principalement produites par des micro-
organismes qui se développent de maniere aérobie dans un milieu contaminé contenant une ou

plusieurs sources de carbone.

Les biosurfactants constituent une classe de molécules biologiques ayant divers
intéréts dans plusieurs domaines, allant de I’industrie agro-alimentaire, chimique, cosmétique,

pharmaceutique...etc, a 1’application dans domaines plus critiques; biomédicale et

thérapeutique.

L’objectif de notre travail est la production et la caractérisation de biosurfactants en utilisant

des bactéries pures issues de deux régions différentes : Nord et Sud Algérien.

Pour cela, une fermentation sur milieu MSM additionné de 4% d’huile végétal

comme source de carbone a été réalisée et incubée durant une semaine a 30°C et 180 rpm.

Plusieurs parametres ont fait I’objet d’un suivi régulier a savoir : le pH, la densité
optique (DO) et test de déplacement d’huile (ddh) ce qui nous permis de comparer les souches

par apport a leur capacité de production de biosurfactant.

Les biosurfactants sont extraites par deux méthodes d’extraction : extraction par
précipitation et par solvants organiques. Le rendement pour les deux méthodes d’extraction
n’était pas le méme. Les extraits obtenus ont montré une activité antimicrobienne variable vis-

a-vis deux souches testées :Bacillus sp et Enterobacter sp.

Mots clés :biosurfactant,fermentation,extraction, diamétre de déplacement d’huile, activité
antimicrobienne.



Abstract

Surfactants are surface active agents chemically or biologically synthesized. These molecules
are mainly produced by microorganisms that grow aerobically in a contaminated environment

containing one or more carbon sources.

Biosurfacts constitute a class of biological molecules having various interests in
several fields, ranging from the agro food industry, chemical, cosmetic, para
pharmaceutical...etc., to the application in more critical areas such as biomedical and

therapeutic.

The objective of our work is the production and characterization of biosurfactants

using pure bacteria from two different regions : North and South Algeria.

For this, a fermentation on MSM environment supplemented with 4% of vegetable oil

as carbon source was performed and incubated for one week at 30 « C and 180 rpm.

Several parameters were regularly monitored such as : pH, optical density (DO) and
oil displacement test ( ddh ), which allowed us to compare the strains compared to their

production capacity of biosurfactant.

The biosurfactants are extracted by two methods : Extraction by precipitation and
organic solvants. The output of both extraction methods was not the same. The extracts
obtained showed a variable antimicrobial activity for two strains tested : Bacillus sp and

Enterobacter sp

Key Words :biosurfacts,fermentation, extraction, oil deplacement diameter,antimicrobial
activity
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Introduction

Introduction

La découverte des hydrocarbures « or noir » a résolument bouleversé notre mode de

vie a tel point que la quasi-totalité de nos activités dépendent aujourd’hui de son utilisation

Les hydrocarbures pétroliers forment une classe de produits d'usage mondialement
répandu et d'applications multiples. Les composés dhydrocarbures sont nombreux et
communément classés en fonction du nombre d'atomes de carbones contenus dans leur
chaine, cependant sont des polluants ubiquitaires. Ils sont hydrophobes dont la persistance
dans les écosystemes est principalement due a leur faible solubilité aqueuse En raison de leurs
potentialités toxiques, mutagenes et cancérigenes (Hassaine, 2015), leur présence chronique
ou accidentelle constitue I'un des phénomenes de pollution les plus préoccupants, Cette
pollution peut avoir un impact soit direct ou indirect, sur la santé humaine et 1’équilibre des

écosystemes

Leur élimination est nécessaire, parmi les méthodes les plus utilisées est la biodégradation par

des microorganismes et en particulier les bactéries

Les bactéries ont un pouvoir de synthétiser des biomolécules appelées biosurfactants,
qui ont des propriétés fonctionnelles, leur permettant d’utiliser ces hydrocarbures comme
source de carbone et d’énergie. Ces biosurfactants servent a plusieurs applications comme la
remédiation biologique, 1’extraction du pétrole, les applications cosmétiques, détergentes ou
émulsifiantes pour I’industrie alimentaire ainsi que dans beaucoup d’applications industrielles
et environnementales grace a leur biodégradation et I’absence de toxicité, il est aussi
indispensable de citer que les biosurfactants ont une activité antimicrobienne vis-a-vis des
algues, des champignons et des bactéries , de nombreux genres bactériens ont été recensés a

étre sensible a certains type de biosurfactants.

Ce travail a pour but d’étudier la capacité des souches hydrocarbonoclastes a produire

des biosurfactants dans des conditions favorables a leur croissance

La réalisation de ce modeste mémoire est structurée en trois sections : la premiere présente
un rappel bibliographique, la seconde décrit le matériel et les méthodes utilisés, et une
troisieme partie consacrée aux résultats et discussion qui sera suivie d’une conclusion et des

perspectives.
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Chapitre I : Hydrocarbures et Dégradation Microbiologique

L. Généralités sur les hydrocarbures

Les hydrocarbures sont des composés organiques formés exclusivement d’atomes de carbone
et d’hydrogene, ayant pour formule brute CnHm 0U « n » et « m » sont deux entiers naturels).
De parleur abondance naturelle, ils font partie des produits chimiques les plus importants pour
I’humanité et sont notamment utilisés comme source d’énergie primaire. Malgré la diversité
des hydrocarbures et par conséquent de leur biodégradabilité, cette dernieére est soumise a
quelques regles ; plus la chaine d’un hydrocarbure sera longue, plus sa biodégradabilité sera
difficile et plus I’hydrocarbure comportera de cycles, plus sa biodégradabilité sera importante

(Tarayre, 2012).

I.1. Origine
Les transformations chimiques et mécaniques rapides du pétrole déversé dans
I’environnement terrestre, du fait des mécanismes d’altération (évaporation, dissolution, photo
oxydation. biodégradation. . .) sont souvent un obstacle a la détermination de son origine.
Par conséquent, si un pétrole ne peut étre rapidement analysé apres son introduction dans le
milieu naturel, son identification devient tres difficile (Bocard, 2006).
Les hydrocarbures dans I’environnement peuvent avoir plusieurs origines :
Les hydrocarbures fossiles, qui proviennent de la décomposition d'une grande quantité de
matiere organique coincée entre deux couches sédimentaires. Cela demande des
caractéristiques géologiques passées spécifiques ce qui explique la faible quantité de
ressources disponibles.
Les hydrocarbures actuels: qui sont produits par des bactéries décomposant la matiere
organique. Cette production a lieu essentiellement dans les zones humides (tourbieres,
marais)et en quantité limitée. Le changement climatique pourrait accroitre cette production
dans les zones actuellement gelée et relacher de grandes quantités de méthane dans
I'atmosphere terrestre ce qui accentuerait d'autant plus 1'effet de serre (Djerbaoui, 2011).
Les rejets industriels et urbains: qui sont les sources d'hydrocarbures pétroliers pyrolytiques
(sont des carburants de synthese pour lesquels des recherches sont en cours pour faire un

substitut du pétrole) (Soltani, 2004).
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I.2.Classification

Les hydrocarbures constituent la fraction la plus importante d'un brut pétrolier, ils
représentent entre 65 et 95 % de la plupart des pétroles bruts. Ces hydrocarbures peuvent étre
classés en quatre familles principales qui sont présentes en proportions variables selon leur
origine: les hydrocarbures saturés (30 a 70 %), les hydrocarbures aromatiques et
polyaromatiques (20 a 40 %), les composés polaires (5 a 25 %) et les asphaltenes (0 a 10 %)
(Neef, 1979).

Alcanes
Hydrocarbures aromatiques

(monoaromatigues et HAP)

n-alcanes et alcanes ramifiés
ANANANANANNS ANAAAAA

©© @ Hexadécane Pristane

LAY A YA Vo Vo Vo W W, Wy
© Benzéne \ Octadécane

10 - 30%

Phénanthrene CH, 10 - 30%

COIO:‘ .,..@/ 30 - 0% O

Cyclohexane

Cvcloalcanes

Naphtaléne 5 - 20°
Meétaux Composés O
Porphyrines oxyzénes Cvyclopentane
Composeés Composés
Asphaltéenes arolés soufrés

Figure 1: représentation schématique des principales familles d’hydrocarbures et autres

composés d’un pétrole avec quelques exemples de molécules modifié d’apres (Syakti 2004)

II.  Devenir des hydrocarbures dans I'environnement

C'est par des processus physiques, chimiques et biologiques qu'un hydrocarbure va pouvoir
étre déplacé, transformé ou éliminé, apres avoir été€ répondu dans I'environnement. Parmi les
différentes altérations que peut subir un hydrocarbure, on citera les facteurs

environnementaux qui sont :
-Evaporation

L'évaporation est un phénomene qui touche les fractions de faible poids moléculaire et dépend
des conditions atmosphériques (vent, vagues, température,...). Les hydrocarbures les plus
légers, ayant de 4 a 12 atomes de carbone (T° ébullition< 270 °C), qui représentent

généralement pres de 50 % des hydrocarbures totaux d’un brut moyen, sont éliminés
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- Solubilisation

La solubilité des hydrocarbures dans 1’eau est tres faible. Un hydrocarbure est d’autant plus
soluble que sa masse moléculaire est faible et que sa polarité est élevée. Il est important de
noter que ces hydrocarbures solubles sont parmi les plus dangereux pour 1’environnement. Ils

sont difficiles a éliminer et sont adsorbés par la faune et la flore (Bouchez et al ,1995).
-Emulsification

Deux types d’émulsions peuvent se former : eau dans I'huile appelée "mousse Chocolat" et
huile dans 1'eau. Les émulsions eau dans I'huile sont constituées par des hydrocarbures de haut
poids moléculaires. Ces émulsions difficilement dégradables sont les précurseurs des résidus
goudronneux retrouvés sur les plages, alors que les émulsions « huile dans l'eau » facilitent

I’élimination des hydrocarbures (Soltani, 2004).
- Sédimentation

La sédimentation est le passage du pétrole de la surface vers le fond (figure 2). Ce phénomene
concerne les résidus goudronneux constitués de la fraction pétroliere la plus lourde et dont la
densité est supérieure a celle de ’eau de mer. La sédimentation conduit a la constitution
d’agrégats de haute densité difficilement dégradable par voie naturelle (Morgan et Watkinson,

1989).

Evaporation

— = Ecoulement latéral

Sol et sous-sol T ——

Formation
s d’une langue

) Zone capillaire
Nappe phréatique Pétrole dans la - i

Phase aqueuse -—q‘*

Figure 2 : Représentation schématique du devenir d’une pollution pétroliere a la surface du

sol (Morgan et Watkinson, 1989)
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La photo- oxydation est observée au niveau de la surface de I’eau ou I’air (oxygene) et la
lumiere (radiations solaires) sont présents pour la transformation des hydrocarbures
L’efficacité de ce phénomene dépend de la nature des hydrocarbures et de la présence de
composés non hydrocarbonés. Ainsi, la photo-oxydation touche plus particuliecrement les
composés aromatiques qui sont plus photosensibles que les composés aliphatiques. Parmi ces
derniers, les composés ramifiés sont plus facilement photo-oxydés que les n-alcanes (Wilcke

et al, 2000).
-L’hydrolyse

Processus de dégradation des molécules organiques sous 1’action de I’eau fortement influencé

par le pH et la température du sol.
-Biodégradation

Ce phénomene fait appel a la capacité enzymatique des organismes vivants a dégrader les
polluants en composés moins toxiques. Ce sont généralement des processus qui se déroulent

au niveau de la rhizosphere des plantes ou bien grace a un consortium microbien autochtone.

I11. Bactéries Hydrocarbonoclastes

II1.1.Généralités

Les microorganismes jouent un role important dans la biodégradation des polluants
organiques dans les écosystemes terrestres. Cette dégradation résulte de voies métaboliques
qui mettent en jeu des populations microbiennes spécifiques ou des capacités métaboliques
combinées concernant différentes communautés microbiennes (Rifat et Nuzhat, 2014).On
peut y retrouver tous les types de bactéries, des autotrophes , des hétérotrophes, des aérobies ;
des anaérobies ; des mésophiles ; des psychrophiles et des thermophiles. De nombreux genres
bactériens ont été recensés et décrits comme aptes a dégrader des hydrocarbures (Tarayre,
2012) De nombreuses études ont montré qu‘elles €taient ubiquistes et présentes en faible
quantité méme dans les environnements dépourvus de contamination. Naturellement, leurs
effectifs sont accrus dans les zones chroniquement polluées par les hydrocarbures et
augmentent apres un apport de pétrole. Mais chacun de ces genres bactériens n‘est capable de
dégrader qu‘un nombre restreint d‘hydrocarbures alors que le pétrole est composé de

centaines voire de milliers de molécules différentes (Sauret, 2011).
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II1.2.Classification

Les bactéries hydrocarbonoclastes utilisent les hydrocarbures pétroliers comme seule source
de carbone. La plupart de ces bactéries appartiennent aux a-protéobactéries. (Prince, 2005).

Tableau 1 : Quelque genre bactérien dégradant les hydrocarbures (Tarayre, 2012).

Aeromonas Acetobacter Erwinia Lactobacillus
Achromobacter Acinetobacter Klebsiella Micrococcus

Actinomyces Alcaligenes Leucothrix Mycobacterium
Alcanivorax Bacillus Moraxella Pseudomonas

Beneckea Brevibacterium Peptococcus Sarcina
Burkholderia Corynebacterium Rhodococcus Shewanella

Cycloclasticus Cytophaga Serratia Xanthomonas
Flavobacterium Spherotilus Lactobacillus

II1.3.Les caractéristiques des bactéries aptes a biodégrader les hydrocarbures selon

(Pelmont, 1995) sont les suivantes :

- Apte a se reproduire rapidement suite a un entreposage (c’est 1’action d’entreposer dans
un entrepdt des produits pétroliers recommandés afin de réduire les risques de
contamination des sols, des eaux de surface et des eaux souterraines) de longue durée

- Génétiquement stable

- Apte a biodégrader une vaste étendue de polluants pétroliers

- Activité enzymatique et croissance des bactéries dans des conditions environnementales
optimales

- Aucun effet secondaire néfaste et produits finaux non toxiques

- La majorité des souches batonnets a Gram négatif

- 32% des bactéries motiles ou mobiles

- 20% des bactéries a Gram positif, filamenteux.
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I11.4. Les Modes d’assimilation des hydrocarbures par la cellule bactérienne
Il y’a quatre modes d’assimilation bactérienne de 1’hydrocarbure liquide, soit :

- par 'utilisation de composés organiques préalablement solubilisés,

- par contact direct de la cellule avec le composé organique. Cela peut étre facilité par des
modifications cellulaires telles que la formation de fimbriae ou I’augmentation de
I’hydrophobicité de la surface cellulaire qui favorise 1’attachement de la cellule au
composé organique

- par contact direct avec les microgouttelettes dispersées dans la phase aqueuse

- une assimilation améliorée via la synthése des biosurfactants, qui augmentent la
solubilité des hydrocarbures dans 1’eau, ou peuvent encore faciliter 1’attachement des
cellules aux hydrocarbures (Maier et al, 2009).

Dans ce cas 'intervention de biosurfactants produits par les microorganismes accélere le
transfert des hydrocarbures en augmentant 1’aire interfaciale entre les phases hydrophobe
et hydrophile .On parle de transfert interfacial assisté. L’action des biosurfactants est
souvent complexe .Ils participent au pseudo solubilisation des alcanes nécessaires a la
croissance tout en restant associ€és aux cellules bactériennes pendant la croissance

(Bouderhem, 2011)

IV.Processus de biodégradation et facteurs I’influencant

I1V.1.Biodégradation des hydrocarbures

La biodégradabilité est 1'aptitude d'une maticre organique a subir la biodégradation, c'est-a-
dire la dégradation moléculaire en milieu généralement aqueux résultant des actions
complexes des microorganismes. Sous l'activité enzymatique de ces microorganismes, une
substance pourra subir la biodégradation en se transformant en métabolites et finalement, en

dioxyde de carbone et en eau (Scow, 2003).

I1V.2.Types de Biodégradation
1V.2.1-Biodégradation aérobie

(Das et al, 2011) ont propos¢ un schéma général (Figure 4) de la dégradation des
hydrocarbures par les microorganismes en condition aérobie, condition prépondérante en
milieu pélagique. L‘attaque initiale intracellulaire est un processus oxydatif et 1’activation

ainsi que I’incorporation d’oxygene est la clé de la réaction enzymatique catalysée par les
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oxygénases et les peroxydases. Les voies périphériques de dégradation convertissent les
hydrocarbures étape par étape en intermédiaires du catabolisme, a I’aide par exemple du cycle
des acides tricarboxyliques (T CA ou cycle de Krebs). La biosyntheése de molécules pour la
biomasse de la cellule se fait a partir de métabolites précurseurs comme 1’acétyl-CoA, le
succinate ou le pyruvate.

Celle-ci peut étre affectée par la modification de 1'un des facteurs suivants :

*Vitesse de dégradation des composés organiques.

*Quantité de I'oxygene consommée.

*Produits résultant de la dégradation.

e Activité microbienne.

Hydrocarbon
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Figure 3: Mécanisme général de dégradation aérobie des hydrocarbures par les

microorganismes (Das et al, 2011).

I1V2.2.Biodégradation anaérobie
En absence d’oxygene, les bactéries métabolisent les HAP par voie anaérobiose, mais

beaucoup plus lentement qu’en aérobiose (Martin ,2012).
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L’activité métabolique des microorganismes produit des substances organiques simples non
completement oxydées telles que des acides organiques et d’autres composés comme le
méthane et I’hydrogeéne gazeux (Aleksandra, 2010).

Le schéma suivant (Figure 5) illustre parfaitement les processus anaérobies que subi la

matiere organique (Hongway et al ; 2003 et Begbeg ,2008)

Decompose _  products (CH4, CO2.....)

Anaerobic 4

Microorganisms
An organic compound —— decompose

Synthesize

» New cytoplasm — Residue

Figure 4 : Dégradation anaérobie de matiere organique (Hongway et al; 2003 et Begbeg

,2008)

IV.2.Facteurs influencant la biodégradation des hydrocarbures

A. Structure et nature du sol

Les bioprocédé s’appliquent a une grande variété de sol. Pour cela, il est important de

connaitre la structure et la nature de sol (Lecomte, 1995).

B. Composition chimique des hydrocarbures
Les hydrocarbures pétroliers différents par leur susceptibilité aux attaques microbiennes.
Ainsi, la vitesse de biodégradation est plus élevée pour les hydrocarbures saturés, viennent
ensuite les aromatiques légeres, les aromatiques a haut poids moléculaire et les composés
polaires ayant la vitesse de dégradation la plus faible (Soltani, 2004).

C. Humidité

L'humidité est un parametre important dans les processus de dégradation des composés

organiques simples ou complexes. Des teneurs trop €élevées vont influer sur la perméabilité
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des sols aux gaz et générer des conditions de limitations de transfert d'oxygene et donc de

limitation de métabolisme microbien aérobie (Ballerini, 1999).
D. Température

Tous les micro-organismes ont une température optimale de croissance caractéristique a
laquelle ils ont leur plus fort taux de reproduction et de croissance. Ils ont aussi des
températures minimales de croissance en-dessous desquelles ils sont métaboliquement inactifs
et ne croissent pas, ainsi que des limites supérieures de température au-dela desquelles ils ne
réussissent pas a croitre. La température optimale de croissance et la gamme des températures
qu'un micro-organisme peut tolérer déterminent la survie d'un micro-organisme et le role qu'il

va jouer dans un écosysteme donné (Atlas and Bartha, 1993).

E. Salinité
La salinité exerce un effet osmotique (qui dépend de la variation d’amplitude de la
concentration en sel imposée a la salinité de 1’habitat des microorganismes) sur les micro-
organismes, qui ont aussi des besoins en sels comme NaCl, KCI et MgCI2 (Abed et al, 2006)
Les fortes concentrations ont tendance a dénaturer les protéines, c'est-a-dire a casser la
structure tertiaire des protéines qui est essentielle a l'activité enzymatique (Atlas and Bartha,

1993).

F. Potentiel d’hydrogene (pH)
L'activité microbienne est largement influencée par le pH. Il doit étre situé entre 5 et 9 avec
un optimum aux alentours de 7. Si lepH est acide, il peut favoriser la solubilisation des

métaux lourds qui sont tres toxiques pour les bactéries (Gabet, 2004 ).
G. Taux d’oxygene

La respiration aérobie semble étre le mécanisme primaire pour la biodégradation des

hydrocarbures (Gareer et al, 2003)

10
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Chapitre I : Biosurfactants, caractéristiques et synthese

I .Définition

Les surfactants (SURFace ACTive AgeNTS) sont des agents a activité de surface
(tensioactifs), synthétisés chimiquement ou par voie biologique (biosurfactants). Ces
molécules de haute énergie se répartissent a 1’interface entre liquides non miscibles réduisant
ainsi I’énergie libre du systeme et formant des microémulsions des solutions aqueuses ou des
mélanges d’hydrocarbures. Les biosurfactants sont des composés amphiphiles, c’est-a-dire
qu’ils contiennent a la fois une partie hydrophile (téte) et une partie hydrophobe (queue)
(Neu, 1996). Ils ont pour propriété de diminuer la tension interfaciale en s’adsorbant a
I’interface entre deux composés immiscibles, solide-liquide, liquide-liquide ou gaz-liquide

immiscibles (Laha et al., 2009 ;Luna et al., 2013 ; Volkering et al., 1997).

ortiocn hydrophobe

Portion hydrophile
{sucre...)

Figure 5 : Représentation schématique d’une micelle de biosurfactant (Gabet, 2004)
II .Classification

Les biosurfactants sont classés suivant la nature biochimique du surfactant produit par le
micro-organisme. On distingue cinq 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'acideshydroxyaliphatiques. 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'ornithine sont les plus connus (Healy et al, 1996).

11
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Les phospholipides : sont formés de groupements alcool, phosphate et de chaine
lipidique. (Bognolo, 1999) indique que bien que présents dans tous les micro-organismes, il

y’a peu d’exemples de production extracellulaire.

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 possédent la masse molaire la
plus élevée (Healy et al ,1996). 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)
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(a) lipideMannosylerythritol
(b) Surfactine

(c) lipide trehalose

(d) Sophorolipide

(e) Rhamnolipide

(f) Emulsane

Figure 6 : Structures chimique de quelques biosurfactants communs (Fakruddin,

2012)
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II1. Production des biosurfactants

III.1 Organismes producteurs :

Les biosurfactants sont principalement produits par des micro-organismes se développant de
maniere aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de carbone,
comme les hydrates de carbone, les huiles ou les hydrocarbures. Ces microorganismes sont en

général des levures, des champignons ou des bactéries (tableau3).

Les bactéries utilisées pour produire les biosurfactants sont en général issues de sols
contaminés par des molécules hydrophobes comme les 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 (Vandyke etal, 1993)

Bien que de nombreuses especes produisent des biosurfactants, la régulation de leur synthese
est encore mal connue, sauf pour les souches de Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis
qui sont actuellement les bactéries les plus étudiées (Banat etal, 2000). Les molécules de
biosurfactant sont associées aux membranes des bactéries et sont aussi secrétées dans le

milieu (Thangamani et Shreve, 1994).

Tableau 2 : Principaux types de surfactants biologiques (Banat et al, 2000)

Groupe Biosurfactant Micro-organisme
Glycolipides Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa
Trehalolipides Rhodococcus sp,Nocardia ,Mycobacterium
sophorolipides Candida bombicola,Candida antartica
Lipopetides et lipoproteines Surfactine Bacillus subtilis
Viscosine Pseudomonas fluorescens
Phospholipides Phospholipide Corynebacterium insidiosum
Acides gras Acide gras Corynebacterium lepus
Lipides neutres Lipides neutres Clostridium pasteurianum
Lipopolysaccharides ou Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
polymyerique

13
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I11. 2. Parametres influencant la production

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.)
a. Influence de la source de carbone

La source de carbone est 'un des parametres influencant le plus la production des
biosurfactants, soit par induction, soit par diminution de la quantité produite. Les sources de
carbone solubles dans l'eau (glycérol, glucose, mannitol ou éthanol) sont utilisées pour

produire des rhamnolipides. Cependant, les rendements semblent €tre inférieurs a ceux

obtenus sur des substrats insolubles.
b. Influence de 1'azote

De nombreuses études ont montré 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), cependant pour avoir des rendements de production optimum, il est donc nécessaire
d'avoir un rapport C/N idéal, et surtout que l'azote soit un facteur limitant (stress) pour

favoriser la production de biosurfactant (Gabet, 2004).
c. Influence du pH

Le pH qui est un facteur trés important et qui est plus ou moins relatif a la production, c’est a

dire une valeur supérieur ou inférieur a celle optimal influence la production.
d. 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).
e. Influence de I’oxygene

La disponibilité de 1'oxygene peut également affecter la production a travers son effet sur

I'activité cellulaire ou la croissance (Gabet, 2004).

14
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f. Influence de la vitesse d’agitation

Les milieux de culture sont agités lors de la production de biosurfactant. Pour les bactéries,
une augmentation de la vitesse d'agitation induit une augmentation des vitesses decisaillement
et donc un rendement moindre. L'effet inverse est observé lorsque les organismes producteurs

sont des levures (Desai et Banat, 1997).

I'V.Extraction des biosurfactants du milieu de croissance

Pour extraire le biosurfactant extracellulaire du milieu de croissance, il est d'abord nécessaire

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

Il est bien connu que la majorité des produits de fermentation sont libérés dans la phase
aqueuse diluée. Par conséquent et dans plusieurs cas, le processus précité comprend environ
60% du rendement total du produit. Du a des considérations économiques, la majorité des
applications de biosurfactants fait appel soit a la culture microbienne en bouillon ou bien la
préparation brute. De plus, I’interférence due a la présence d’autres substances dans 1’activité

des préparations de biosurfactant brut est négligée ( kosraic et al., 1993).

Le choix de la méthode de récupération d’un biosurfactant particulier, dépends de sa charge
ionique, de sa solubilité dans 1’eau ainsi que du fait qu’il soit lié a la cellule ou extracellulaire.
Les méthodes utilisées sont listées dans le tableau au-dessous. Ca comprend 1’extraction aux
solvants organiques, 1’adsorption suivie d’extraction aux solvants, la précipitation, la
cristallisation, la centrifugation, le fractionnement de mousse. Le majorité des biosurfactants
sont secrétés dans le milieu, et isolés apres filtration ou bien suite a une centrifugation qui

élimine les cellules (kosraic et al., 1993).

15
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Tableau 3 : les méthodes communes employées dans la récupération de biosurfactants (

kosraic et al., 1993)

Méthodes

a. Extraction a partir d’une fermentation en batch
- Extraction aux solvants
- Cristallisation
- Précipitation au sulfate d’ammonium
- Précipitation acide
- Précipitation éthanol-acide acétique
- Précipitation acétone
b. Extraction a partir d’une fermentation continue
- Centifugation
- Séparation de mousse et précipitation
- Diafiltration et précipitation
- Adsorption
- Filtration tangentielle

Les méthodes discutées au-dessous pour la récupération de biosurfactants sont bien étudiées

et classiquement utilisées dans le recouvrement de plusieurs produits de la biotechnologie.

Il est possible d’extraire les glycolipides comme précipités ou cristaux a partir du surnageant
d’une culture de Pseudomonas auruginosa par addition d’acide suivie d’une incubation a
basse température. Récement, les glycolipides produits par une population microbienne mixte
et les rthamnolipides formés par P. aeruginosa et Candida lipolytica ont été isolés par
acidification du surnageant de la culture puis une extraction aux solvants organiques tels que

le mélange chloroforme-méthanol ou bien I’éthyl acétate. ( kosraic et al, 1993)

La récupération de plusieurs substances a activité de surface par précipitation été documenté
dans la littérature. C’est le cas pour la surfactine synthétisée par Bacillus subtilis et la

pseudosurfactine synthétisée par B. lichenoformis. (kosraic et al, 1993)
V. Role des biosurfactants pour la bactérie

Le principal role physiologique du tensioactif est de permettre aux micro-organismes de se
développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre 1'eau et le
substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Fiechter, 1992 ; Mata-Sandoval et al,

2000).

16



Rappel Bibliographique

Cependant, les biosurfactants peuvent avoir d’autres rdles aussi importants que
I’émulsification, par exemple : 1’adhésion aux surfaces solides et la formation de biofilms la
régulation du niveau énergétique cellulaire 1’activité bactéricide, la pathogénicité de certaines

bactéries, ainsi que le piégeage des métaux lourds (Vandecasteele, 2008).
VI. Utilisation des biosurfactants

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non toxiques, biodégradables et peuvent étre
utilisés dans des conditions extrémes (Banat et al, 2000). C'est pourquoi ils peuvent étre
utilisés dans de nombreux domaines. Cependant, il semblerait que les biosurfactants soient

principalement utilisés par l'industrie pétrochimique (Christofi et Ivshina, 2002).

Tableau 4 : Utilisations potentielles des biosurfactants (Banat et al, 2000)

Fonction Champs d’application

Emulsifiant et dispersant Cosmétiques, peintures

Solubilisant et micro-émulsions Pharmaceutique, articles de toilette

Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrie textile, peinture

Détergent Nettoyants ménagers, produits de
l'agriculture ou de haute technologie

Agent moussant Cosmétiques, articles de toilette, flottation
de minerais

Dispersant Séparation des mélanges goudron/pétrole ou
goudron/eau

Aide a la croissance bactérienne Fermentation

VII. Application biomédicale et thérapeutique et activité antimicrobienne

des biosurfactants

Selon Sneha (2012), plusieurs biosurfactants ont montré une action antimicrobienne contre

des bactéries, des algues, des champignons ainsi que des virus.

Le lipopeptide iturine de Bacillus subtilis avait montré une activité antifongique (Besson et
al, 1976). L’inactivation de I’enveloppe virale de I’herpes et du rétrovirus était observée avec

80 mM of surfactine (Vollenbroich et al, 1997).
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Les Rhamnolipides répriment la croissance d’algues nocives a la floraison des arbres tels que
Heterosigma akashivo and Protocentrum dentatum a des concentrations variant de 0.4 a 10.0

mg/l.

Un mélange de rhamnolipides obtenue de Pseudomonas aeruginosa a montré une activité
inhibitrice contre les bacteries Escherichia coli, Micrococcus luteus et Alcaligenes faecalis
(32 mg/ml), Serratia marcescens et Mycobacterium phlei (16mg/ml) ainsi que Staphylococcus
epidermidis (8§ mg/ml) en plus d’excellentes propriétés antifongiques contre Aspergillus niger
(16 mg/ml), Chaetonium globosum, Penicillium crysogenum, Aureobasidium pullulans (32
mg/ml) et les phyto-pathogenes Botrytis cinerea and Rhizoctonia solani(18mg/ml) (Kosaric et

al, 1993).

Les rhamnolipides et sophorolipides ont montré leur efficacité en tant qu’agents antifongiques
contre les phyto-pathogenes des graines. Un surfactant glycolipide de Candida antartica, a
montré une activité antimicrobienne particulierement contre les bactéries a Gram positif

(Kitamoto et al, 1993).
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1. Microorganismes utilisés

Notre travail est focalisé sur la production des biosurfactants en utilisant des bactéries
pures issues d’une recherche antérieure dans le cadre d’une thése de doctorat de madame
Guergouri.l sur la flore bactérienne des sols pollués aux hydrocarbures pétroliers. Ces
bactéries isolées et purifiées, sont testées pour leur capacité a synthétiser des biosurfactants a

travers une multitude de testes qualitatifs.

Tableau 5. Les sites de prélevement

Site de Nord algérien Sud algérien
prélevement
Souche S8 | S11 |H3 |11 NO |20 | ® 10 |13 |17

2. Préparation du milieu de culture

Le principe de la dégradation est de fournir aux bactéries tous les éléments nécessaires

9 . 7 2 s .
pour qu’elles puissent se développer en présence d’une substance huileuse comme seule
source de carbone et donner un grand rendement en biosurfactants. Pour obtenir une culture
masseuse on a utilisé le milieu de culture minimal salt medium (MSM) décrit par (Tahzibi,

2004) dont la composition est :

Tableau 6. Les Composants du milieu

Le composant La quantité (g/L)
Na Nos 30

Na Cl 2.2

KH2 PO4 6.4

K Cl 2.2

K2 H PO43H20 11.52

Mg SO47H2 O 1

Fe SO47H2 O 0.00056
Extrait de levure 1

Glucose 1% (10g)
Huile végétale (apres autoclavage) 4% (0,4mL)
pH="7
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Le milieu est répartit dans des flacons de 250 ml a raison de 50mLet 100 mL, bouchonnés en
utilisant du coton de la gaze et le papier aluminium. Le tout est autoclavé a 120°C pendant 20
minutes sous pression de 1,2 bar. Un flacon de pré-culture (50mL) et deux flacons de culture

sont prévus pour chaque souche (100mL).

L’huile végétale utilisée est une huile du commerce, composée d’un mélange d’huile de
tournesol et de colza. Pour étre additionnée au milieu, elle est filtrée a travers des filtres

stérilisant de 0,22 .

A: Pesé des composants

B : Volume complet du milieu
C : Ajustement du pH

D : Répartition dans des flacons
E : Filtration d’huile

Figure 7: les étapes de la préparation du milieu de
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3. Observation macroscopique et microscopique

Les bactéries pures repiquées sur gélose nutritive sont observées apres 24h d’incubation a
30°C et leur aspect est décrit (forme des colonies, contours, opacité, élévation,

pigmentation...etc.).

La coloration différentielle permettant la distinction entre deux grands groupes de bactéries
est réalisée suivant un protocole standard du Gram. Elle permet de déduire la composition de
la paroi cellulaire de nos bactéries via la réponse aux colorants c’est a dire Gram positif

(violet) ou négatif (rose). L’observation est faite avec un objectif 100 a immersion.

4.1 Pré-culture et culture
4.1.1. Préparation de I’inoculum

La préparation de I'inoculum consiste a la réalisation d’une culture de chacune des dix
souches. Il est préparé en prélevant une colonie a partir d’une culture jeune (24h) et en
I’ensemencant dans un flacon de 250 ml contenant 50 ml du milieu MSM.L’incubation
s’effectue a 37°C dans un incubateur agitateur du type « IKA KS 40001 » a 180 rpm pendant

18a20h

Figure 8 : Préparation et incubation de 1’inoculum
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4.2. Culture

La fermentation s’effectue dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml du milieu MSM
préalablement autoclavé additionné de 4 % (4mL dans 100mL) d’huile végétal stérile comme
seule source de carbone. Ce milieu est inoculé par 1 ml de l'inoculum précédant, la
suspension mere est diluée pour avoir une densité optique de 0, Inm.L’incubation s’effectue a

une température ambiante sous agitation de 180 rpm sur un agitateur pendant 7jours a 30°C.

\

Figure 9 : Inoculation du milieu de culture

4.3. Suivi de la Production de biosurfactant

Des prélevements sont effectués deux fois par jour (9h30 et 12h30) avec un suivi régulier

des parametres suivants :

a. Mesure de la Densité optique DO

L’absorbance est déterminée en prélevant 3ml de la suspension de chaque souche, par un

spectrophotometre du type « JEWAY 6300 »préalablement étalonné a 600 nm. La tare est

effectuée avec le milieu stérile.

Figure 10 : Mesure de la densité optique
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b. Mesure de pH

Le pH est directement mesuré par un pH metre de type
« HANNA » En plongeant la sonde dans le flacon apres
avoir la désinfectée a 1’éthanol et a I’eau distillée stérile
bien sur le travail s’effectue entre deux Bec Bunsen pour
afin d’éviter la contamination des flacons et pour travailler

dans des conditions d’asepsie.

Figure 11 : Mesure du pH

c. Test du déplacement d’huile DDH

C’est un test quantitatif de détection du taux de production du biosurfactant. Pour cet
essai ,10ul de pétrole brute est ajoutée a la surface de 30 ml d’eau distillée dans une boite de

Pétri pour former une mince couche d’huile.

Ensuite 10ul de la culture sont placés doucement au milieu de la couche d’huile .Si le
biosurfactant est présent dans le surnageant, I’huile est déplacée, et un halo clair et visible
(zone de compensation) est formé. (Morikawa et al, 1993) le diametre de la zone est mesuré

au pied a coulisse.
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Dépot du pétrole

10ul de la suspension

Figure 12 : Les étapes de la réalisation du test DDH

5. Extraction des biosurfactants

Les mouts de fermentation obtenus apres 7 jours (168h) d’incubation sous agitation sont
récupérés en raison de 1’extraction. Dans un premier temps, le volume de 100 mL de chaque
flacon est réparti dans deux tubes de centrifugation, pesés et équilibrés pour étre centrifugés
a4800 rpma une température de 4°C pendant 20 min. Une fois les 20 minutes sont achevées,
le culot est jeté alors que le surnageant est récupéré et acidifié a pH 2 grace a une solution

d’HCI a 6N (voir annexe).

Deux techniques d’extraction sont employées, a savoir ;

- Iextraction par précipitation acide (Mortikawa et al, 1993)

- la précipitation acide suivie d’une extraction par solvants organiques

La premiere consiste a laisser précipiter la nuit a 4°C apres acidification. Une centrifugation

est effectuée le lendemain afin de concentrer le produit en culot.

Pour la deuxieme technique, apres acidification, un mélange de solvants organiques
chloroforme / méthanol (V/V) (2 :1) ou bien I’éthyle acétate seul est ajouté a la préparation.
Le mixte est soumis a une agitation vigoureuse dans une ampoule a décanter puis laissé au

repos pour quelques minutes.
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Lorsque les phases se séparent la décantation de la premicre phase est effectuée. La phase
organique (solvant contenant le biosurfactant) se trouve en bas et la phase aqueuse (milieu de

culture) en haut.

. ampoule a
bécher » décanter
solvant - ,_\ ._-:M
d'extraction -
phase 1
solution = —-"’f
initiale

On agite I'ampoule a décanter.
On ouvre de temps en temps erlenmeyer
le robinet de I"'ampoule afin €

d'évacuer la surpression dans
I'ampoule. . phase 1

Figure 13: Principe de I’extraction aux solvants organiques (www.maxicours.com)

Dans le cas ol une émulsion se forme dans la phase organique, un lavage répété 3 a 4 fois a
une solution d’NaCl saturée (voir annexe) est effectué afin d’éliminer 1’émulsion formée et de

libérer d’éventuelles molécules de biosurfactants emprisonnées dedans.

Apres lavages, la phase organique est desséchée en mettant le MgSO4 qui va absorber I’eau

restant dans cette phase et former des grumeaux éliminés par filtration sur papier wattman.

Le séchage des solvants est ensuite effectué sous vide par évaporation rotative dans un

rotavap du type «BUCHI R-210 » a 40°C.

6. Test d’activité antimicrobienne du biosurfactant

Apres une étape d’extraction de biosurfactant, un test d’activité antimicrobienne est
réalisé en utilisant deux souches faisant partie des genres Bacillus sp. et Enterobacter sp.

Ensemencées par étalement sur gélose nutritive a défaut de gélose Muller Hinton.

C'est une méthode proposée par Cooper et Woodman en 1946, et reprise par la suite par

Schroder et Messing en 1949 pour tester ’activité antimicrobienne des huiles essentielles.
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Elle assure une diffusion radiale de la substance a partir d'un puits crée dans la gélose en
donnant une zone d'inhibition claire et facilement mesurable. La méthode consistait a
découper un trou circulaire vertical dans la gélose et a y verser la solution a testé, de
concentration connue. Cette dernicre diffuse radialement créant une zone d'inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne

(Dorman et Deans, 2000).

Chaque boite contient quatre puits (un pour le biosurfactant pure et un dilué a %2, un troisiéme

dilué a 1/5 et le quatrieme est le controle du solvant (eau distillée ou solvant organique).

Formation des puits

Dépdt du

Elimination du biosurfactant

morceau de gélose

Figure 14 : réalisation du test d’activité anti microbienne

« Les boites sont incubées pendant 24h a 37°C. Apres incubation, les boites sont observées
pour la détection d’éventuelles zones d’inhibition et le diametre de la zone est mesuré a 1’aide

d’un pied a coulisse.
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Résultats et Discussion

I. Caracteres Morphologiques

A partir de cultures pures sur milieux gélosés, on a pu apprécier les caracteres

morphologiques des dix souches. On a remarqué que sur le méme milieu les bactéries

poussent de facon différente et le tableau suivant résume les caracteres morphologiques des

différentes bactéries productrices de biosurfactants.

1. Caracteres macroscopiques

Les caracteres macroscopiques des souches sont regroupés dans le tableau

Tableau 7 : Caracteres macroscopiques des souches sur gélose nutritive

ractere | Forme Elévation | Bord Couleur Aspect Opacité Consistance
Souche
S8 dentelée Plate Irrégulier | Creme Rugueux | Opaque Crémeuse
S11.2 dentelée Plate Irrégulier | Creme Rugueux | Transparente | Seche
H3 Ronde Bombée Régulier | blanche Lisse Opaque Crémeuse
N9 Ronde Plate Régulier | Pigment Lisse Transparent | Seche
marron
diffusible
I1 Ronde plate Régulier | Pigment Lisse Transparent | Crémeuse
vert
diffusible
2’ dentelée Plate Irrégulier | Creme Rugueux | Opaque Crémeuse
8 Ronde Bombée Régulier | Pigment Lisse Opaque Crémeuse
jaune non
diffusible
10 Ronde bombée Régulier | Pigment Lisse Transparent | Crémeuse
rose  non
diffusible
13 dentelée Plate Irrégulier | Creme Rugueux | Translucide | Seche
17 Ronde Bombée Régulier | jaune Lisse Transparent | Crémeuse
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Figure 15 : Quelques aspects macroscopiques des souches étudiées
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2. Caracteres Microscopiques

L’observation microscopique a été réalisée suivant une étape de coloration de Gram.

Les résultats obtenus se résument dans le tableau 8

D’apres nos observations, il ressort qu’il y a deux groupes de bactéries avec des

formes différentes

Tableau 8 : Aspect microscopique des souches isolées

actére Le Mode de
Le Gram La Forme regroupement Présence/absence de

Souche des cellules spores
S8 + Bacille streptobacille +
S112 + Bacille Isolé +
H3 _ Bacille streptobacille _
N9 _ Coccobacille Isolé _
I1 _ Bacille Isolé _
10 + Gros coque Nid d’abeille _
17 + Coque Nid d’abeille _
8’ _ Bacille Isolé _
2 + Long bacille En chainette +
13 + Gros bacille streptobacille +

+:Gram+ -:Gram- + :Présencedespores -: Absence de spores
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Figure 16 : les différents aspects microscopiques obtenus apres coloration de Gram
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Résultats et Discussion

L’observation microscopique a été réalisée apres une coloration de Gram. Les résultats

consignés dans le tableau 8 montrent une variété de types bactériens.

Les bactéries isolées présentent différentes formes : bacille, coccobacille ou cocci.
Elles sont soit isolées ou bien assemblées en paire, en chainette, en amas irrégulier ou sous

forme d’un nid d’abeille.

Elles présentent aussi une paroi a Gram positif ou négatif. Les bacilles a Gram positif

possedent une spore de résistance.

I1. Suivi de la production de biosurfactant

Cette partie du travail consiste a réaliser une culture bactérienne et suivre des
parametres tels que le pH la DO et le DDH en fonction du temps. Les mesures ont été prises

durant 7 jours, les tableaux suivants résument le travail qui a été fait.

1. Mesure du pH

D’apres les résultats obtenus (voir le tableau 9) le pH des 10 souches reste a chaque mesure

proche de la neutralité.

Tableau 9 : Résultats des mesures du pH des dix souches

ps To Ti1=19h | T2=23h | T3=42h | T4=46h | T5=66h | T6=70h | T7=120h

Souc

S8 6.2 6.48 6.66 7.02 7.01 7.07 6.99 7 .17
S112 792 | 6.87 6.65 6.98 7.32 7.04 7.24 6.77
H3 872 |6.32 6.60 6.33 6.57 6.23 6.66 6.49
N9 870 |6.62 6.64 6.55 6.72 6.36 6.61 8.16
I1 8.5 7.22 7.35 8.35 8.42 8.53 8.60 8.79
10 6.64 | 6.65 6.64 6.67 6.69 6.61 6.66 6.74
17 6.5 6.09 06 5.76 5.72 542 5.46 5.69
8 6.65 6.67 6.7 6.31 6.30 6.96 7.07 7.15
2 6.42 6.71 6.61 7.61 6.66 6.80 6.76 6.76
13 6.44 |6.20 6.26 7.04 6.99 7.29 7.31 7.76
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pH
O B N W & U1 O N 00 O

évolution du pH pour les bactéries & Gram

positif
50 100
Temps (h)
=33 ==-S5112 2"
=e=(013 ==0 10 =0—017

150

évolution du pH pour les bactéries & Gram
négatif

a

8 : EAI
\
6
T
Q.
4
2
0
0 50 100
Temps (h)
=—¢—H3 =—@—N9 11 =¢=8'

150

Figure 17 : courbes de I’évolution du pH en fonction du temps des Bactéries a Gram
négatif et a Gram positif

2. Mesure de la DO

Tableau 10 : Résultats des mesures de la DO des dix souches

ps To Ti1=19h | T2=23h | T3=42h | T4=46h | T5=66h | T6=70h | T7=120h
Souc
S8 0.250 | 7.26 11.28 81.8 83.4 85.3 111.4 7.06
S112 0.09 |0.037 0.843 3.58 9.23 19.62 3.8 63
H3 0.02 8.40 4.28 1.908 1.94 1.518 1.34 0.71
N9 0.03 0.095 0.755 0.095 1.97 2.34 6.13 3.1
I1 0.01 11.07 3.61 0.58 6.49 8.24 8.53 6.46
10 0.335 | 1.377 1.210 1.767 1.772 1.889 4.04 2.20
17 0.231 | 1.902 1.944 5.57 4.88 3.73 5.88 1.977
8 0291 [1.710 |1914 8.95 7.69 6.40 8.47 5.67
2 0.151 | 1.164 1.128 1.694 1.700 1.880 4.08 3.35
13 0.198 | 8.15 7.43 9.88 9.65 6.18 8.25 4.57
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Figure 18 : courbes de I’évolution la densité optique en fonction du temps des
Bactéries a Gram négatif et positif
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Les résultats obtenus montrent que la zone de déplacement d’huile indique la production de

biosurfactant,le test est réalisé suivant les étapes indiquées sur la photo

Dépdt du pétrole

Formation d’un
halo claire

Figure 19 : Résultats du test ddh

Dépdt de la souche

Les résultats obtenus dans le tableau 11 montrent que la S8 et la I1 présentent un diametre de

9 et 8.3 cm respectivement. Ceci nous a permis de conclure que sont les meilleures souches

productrices de biosurfactant.

Tableau 11 : Résultats du test de déplacement d’huile des dix souches

S To T1=19h T2=23n T3=42h T4=46h T5=66h T6=70n T7=120h

Souche

S8 4 2.8 7.2 8.3 8.6 8.1 9 9
S112 6 4.5 2.8 8 6.8 7.2 6.3 7
H3 5 3.5 2.4 0.8 2.5 0.2 1 4.2
N9 1.5 6 1.7 2.5 4.7 5 4 2
11 0 7 7 8.8 8 8.2 8 8.3
10 3.5 2 2 2.3 1.8 2.7 4.6 7.3
17 0.5 1.2 2.5 1.3 0.5 0.9 01 0.2
8’ 1.8 5.3 1.5 3.7 1.7 0.8 1.1 1.3
2’ 0.5 0.5 1.5 4.6 2.8 4.5 3.1 6.9
13 2.5 1.8 5.3 1.6 2.2 1.2 1.1 4.2
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Figure 20 : courbes de I’évolution du test ddh en fonction du temps des Bactéries a
Gram négatif et positif

La production de biosurfactants en présence d’huile végétale a été largement étudiée. Apres
avoir trac€ les courbes, 1’évolution de la croissance des souches est déterminée en fonction du
temps en présence de deux sources de carbone ; le glucose et I’huile végétale de commerce.
L’allure des courbes tracées correspond (pour la majorité) a celle d’une fermentation
en batch en présence de deux source de carbone (croissance diauxie).
La premicre source fermentescible sera le glucose vu sa simplicité de sa structure et sa
miscibilité dans I’eau. La deuxiéme source est de nature huileuse, non miscible dans 1’eau et
constitue une phase en surface du bouillon, difficilement accessible, nécessitant I'un des
modes d’accession précité dans la revue pour etre dégradé, entre autre la syntheése de

biosurfactants..

III1. Extraction des biosurfactants

L’extraction a étéréalisée par deux méthodes suite a une succession des étapes (citées dans le

chapitre précédent)

La technique d’extraction par solvant organique apres évaporation a 1’aide d’un
rotavapor a donnée des extraits de couleur jaune a orange avec une texture liquide. Or la

technique par précipitation a donnée des culots denses laiteux et une couleur blanchatre avec
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présence d’une couche a la surface des tubes de centrifugation (voile) chez toutes les souches

sans exception (voir figure 21).

Figure 22: Extrait obtenus par les deux
méthodes d’extraction

Figure 21 : Résultats d’extraction
par précipitation acide

Le voile était de couleur jaunatre avec un aspect muqueux, ce dernier est récupéré dans
des tubes propres a I’aide d’une pipette pasteur pour étre testés. Les extraits sont transférés

dans des tubes stériles.

N

Le protocole d’extraction par précipitation était facile a réaliser et rapide

comparativement a I’extraction par solvants organiques qui est lente.

L’extrait obtenu par précipitation acide été de grande quantité pour certaines bactéries.
Ce dernier est récupéré par une simple centrifugation alors que celui obtenu par extraction
organique est difficilement récupéré. La présence d’une émulsion stable formée apres
agitation vigoureuse du mélange solvants + mout de fermentation est une bonne preuve de la
production de biosurfactants. Cependant, ¢a constitue une barriere a 1’extraction de ce dernier
parce qu’il reste emprisonné dans I’émulsion donc pour étre libéré il faut réaliser un ou
plusieurs lavages par le NaCl saturé (15 ml NaCl + 80 ml mélange solvant+ mout) avec

agitation et décantation.
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Lors du passage au rotavapor, le solvant est séché presque totalement, (2 a 3 millilitres

sont laissés pour récupérer 1’extrait du ballon).

La souche 8’a subit 7 lavages mais 1’émulsion n’a pas été éliminée donc I’extrait n’a

pas était concentré.

IV. Test d’activité antimicrobienne du biosurfactant

Le test de sensibilité antimicrobienne a permis de montrer la présence d’une activité
antimicrobienne contre deux bactéries une a Gram négatif (Enterobacter sp.) et une a Gram
positif (Bacillus sp.). La mesure des diametres de zones de lyse obtenues sont représentés

dans le tableau ci-dessous.

Figure 23: Méthode de la mesure de la zone de lyse

Tableau 12 a: Résultats des boites témoins du test d’activité antibactérienne

Genres testés

Enterobacter sp Bacillus sp
Témoin

Puit 1 2 3 4 Puit 1 2 3 4

Diametre de la zone de lyse (cm)

00 00 |00 00 |00 00 00 00

Puit 1 : eau, 2 : chloroforme, 3 : méthanol, 4 : 2/3 chloroforme+ 1/3 méthanol
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Tableau 12b: Résultats des différentes valeurs du test d’activité antimicrobienne des extraits

Genres testés
Enterobacter sp Bacillus sp
Souche | Type
Jextraction Puit1 |2 3 4 Puit 1 2 3 4
Diametre de la zone de lyse (cm)
S8 organique Aucun effet 1.5 01 0.9 00
précipitation | Aucun effet 00 00 00 0.9
S112 organique Aucun effet 1.35 1.07 01 00
précipitation | Aucun effet 0.95 0.9 0.7 1.1
H3 organique Aucun effet 1.4 1.1 01 00
précipitation | 1.4 1.1 109 | 1.2 | Aucun effet
N9 organique Aucun effet 03 02 01 00
précipitation | Aucun effet Aucun effet
I organique Aucun effet 3.8 34 24 00
précipitation | Aucun effet 3.5 2.7 2.4 2.6
10 organique Aucun effet 1.6 1.2 01 00
précipitation | Aucun effet 1.1 0.9 0.7 0.7
17 organique Aucun effet 1.3 1.1 0.9 00
précipitation | Aucun effet 1.1 0.75 00 00
& organique 01 0.8 0.7 |00 |09 00 00 00
précipitation | Aucun effet 1.1 0.9 0.7 00
2 organique Aucun effet 3.05 2.6 02 00
précipitation | Aucun effet 1.6 1.25 0.9 1.3
13 organique Aucun effet 1.2 01 0.9 00
précipitation | Aucun effet 1.1 0.95 0.8 1.2

1 : puit contient I’extrait pur
2 : puit contient I’extrait dilué a 1/2
3 : puit contient I’extrait a 1/5

4 : puit contient I’eau distillé stérile (ext. organique) ou bien voile formé a la surface (ext. par
précipitation acide).
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Figure 24 : effet du produit issu de la I1 sur Bacillus sp.
A : produit extrait par précipitation B : produit issu par extraction organique

Les extraits produits testés sur Bacillus sp. Ont tous eu une activité par rapport a ceux testés
sur Enterobacter sp. Ainsi, seul I’extrait produit par 8’ et H3 ont montré une activité sur

Enterobacter sp.

Les extraits des souches I1, NO et 2’ avaient montré les plus grandes zone de lyse contre la

bactérie Bacillus sp. (Voir figure 24).

La détermination de la sensibilité des souches aux différents extraits dépend de la

bactérie testée, le type d’extraction et la concentration d’extrait.
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V. Discussion

Le choix de la source de carbone additionnée dans le milieu de fermentation n’est pas
aléatoire, il se base sur plusieurs lectures faites de recherches effectuées par d’autres

chercheurs.

Des rendements importants en biosurfactants et forte stabilité des émulsions étaient
obtenus dans les travaux de Sifour et ses collaborateurs (2007) sur Pseudomonas aeruginosa

lorsque la source de carbone utilisée était 1’huile végétale et pas I’hydrocarbure.

Varadharajan et subramaniyan (en 2013) ont comparé I’utilisation de plusieurs déchets
agroalimentaires et huiles comme source de carbone pour la production. L huile végétale est
considérée selon eux, parmi les sources qui donnent les meilleurs rendements en

biosurfactants.

La variation du pH est autour de la neutralité pour la majorité des bactéries. Seule la
souche 17 a atteint un pH légerement acide (=5,4). L'abaissement du pH traduit I'existence de

nouvelles molécules acides en solution qui neutralisent le pH.

N

En regardant les courbes d’évolution de la biomasse a travers la densité optique
mesurée, nous pouvons dire que la majorité des bactéries démarrent bien leur croissance en
présence de glucose, puis une diminution de celle-ci est observée a cause de 1’épuisement de
cette premiere source. Le temps nécessaire a I’adaptation a I’huile comme deuxiéme source de

carbone était différent d’une souche a I’autre (entre 42 h et 70 h) voir nul pour certaines (H3).

Cela avait un effet sur la production révélée par les courbes de déplacement d’huile.
La meilleure productivité est observée chez les souches S8 (ddh=9cm) en suite la souche 11
(ddh= 8,3cm). Ces deux bactéries ont eu deux courbes de croissance presque parfaites avec
deux phases exponentielles correspondant a [’utilisation des deux sources de carbone

successivement.

Pour les souches 10 et 2°, I'utilisation de glucose n’a pas donné un rendement tres
élevé en biomasse, par contre 1’huile a augmenter ce dernier significativement. Elles ont aussi

montré une bonne production de biosurfactants (ddh= 7,3 et ddh= 6,9 respectivement).

Pour le reste des bactéries, 1’évolution du ddh au fils du temps n’était pas tres
importante, en plus nous constatons une diminution de ce dernier avec la diminution de la

biomasse bactérienne (déclin), et rendement était faible. C’est le cas notamment de N9, 8’ et
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17. Ceci peut étre expliqué par le faible taux du produit secrété ou bien le type de

biosurfactant 1ié directement a la cellule.

L’analyse comparative des différentes techniques de détection du produit synthétisé
(biosurfactant) par Youssef N.H. et ces collaborateurs en 2004, indique que la mesure de

déplacement d’huile est une méthode sensible et fiable.

La propriété antimicrobienne des biosurfactants (Rodrigues et al, 2006) est largement

reportée dans la bibliographie, en particulier celle des micro-organismes d’origine terrestre.

Les boites témoins utilisées pour tester 1’effet des solvants (chloroforme, méthanol ou
le mélange) ainsi que I’eau distillée ont montré des résultats négatifs. Donc toute zone de lyse

observée pour le reste des extraits sera du a son effet inhibiteur contre la bactérie en question.

Tous les extraits obtenus par extraction organique ont un effet sur la croissance de
Bacillus sp. mais n’ont aucun effet sur la bactérie Enterobactersp. a I’exception de celui de la
souche 8’ (ou I’émulsion avait persisté).Pour cette méme souche, I’effet sur Bacillus sp.est

presque nul (0,9 cm pour I’extrait pure)

La majorité des voiles formés a la surface des surnageants apres extraction ont montré
une activité contre Bacillus sp. Seul le voile de I’extrait H3 avait une activité contre
Enterobacter sp. Cela peut étre expliqué par le fait que le biosurfactant ne s’est pas précipité

en entier par force centrifuge.

Dans les travaux de Sneha, le meilleur effet inhibiteur était observé pour 1’extrait d’un
bacille a Gram positif contre des entérobactéries avec des valeurs de 3,6 et 2,5cm pour
Klebsiella sp.et Escherichia coli respectivement. Puis un bacille a Gram négatif avec des

valeurs de zone d’inhibition de 2,4 cm contre les deux bactéries.

Les biosurfactants isolés ont montré une activité non sélective et majoritaire contre la
bactérie a Gram-positif Bacillus sp.. Il a été reporté que les lipopeptides sont souvent actifs
contre les bactéries a Gram positif (Kitamoto et al, 1993; Singh and Cameotra, 2004). L’etude
d’Abousseoud et ces collaborateurs (2007) sur les rhamnolipides synthétisés par une
Pseudomonas fluorescens a montré une activité d’inhibition de 2,5 cm vis-a-vis de Bacillus

subtilis.

Ces résultats corroborent avec les notres. Le meilleur effet d’inhibition observé (plus
grande zone de lyse, 3,5 — 3,8 cm) correspond aux extraits de la souche I1 (bacille a Gram

négatif, libérant un pigment bleu verdatre diffusible dans le milieu suspectée éEtre
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Pseudomonas aeruginosa) contre le Bacillus sp. La souche N9 (qui est un bacille a gram
négatif liberant un pigement marron diffusible) avait aussi montré un effet notoire contre

Bacillus sp. (3cm)

L’extrait de la bactérie 2’ avait un effet de 3,05 cm contre Bacillus sp. 1l s’agit ici

d’une bactérie a Gram positif sporulante.
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Conclusion

Le sol pollué par les hydrocarbures pétroliers possede une microflore importante qui
suggere la possibilité de cette derniere a assurer la biodégradation des hydrocarbures lorsque

les bonnes conditions du milieu sont réunies.

L’objectif de notre travail était de suivre la production et la caractérisation des
biosurfactants en utilisant des souches pures aptes a les produire qui ont été isolées auparavant

a partir de sols contaminés au pétrole brute de deux endroits différents Nord et Sud Algérien.

Le principe de la dégradation est de fournir aux bactéries tous les éléments nécessaires
pour qu’elles puissent se développer en présence d’une substance huileuse comme seule

source de carbone et donner un grand rendement en biosurfactants.

Dans un premier temps, il est important de faire une étude microscopique basée sur la
coloration de Gram. Ceci nous permet de grouper les souches bactériennes en cinq groupes a
savoir ; deuxcoquesa Gram positif (souche 10 et souche 17), un coccobacille a Gram négatif
(souche NO), des bacilles a Gram négatif (souche 11, H3 et 8’) et des bacilles a Gram
positifsporulants (souche S11.2, 2’ et 13).

Une fermentation a été réalisé pendant une semaine sur milieu MSM additionné de 4%
d’huile végétal avec un suivi de plusieurs parametres dont : le potentiel d’hydrogene, la
densité optique et le test de déplacement d’huile ce qui nous permis de savoir I’évolution de
la production du biosurfactants. Certaines souches ont montré une bonne adaptation aux

sources de carbone et une forte production de biomasse, ¢’était le cas pour I1 et S8.

Le suivi de I’évolution du pH a montré une variation différente au cours de la fermentation

mais qui reste autours de la neutralité pour la majorité des souches

Enfin, I’extraction du biosurfactant par les deux méthodes a donné un meilleur
rendement pour 1’extraction par précipitation acide a I’abaissement du pH par rapport a celle

par solvantsorganiques.

Le test d’activité antimicrobienne des extraits obtenus a été réalisé sur Enterobacter sp
et Bacillus sp. Les meilleures zones d’inhibition étaient observées pour les extraits des
bactéries 11, N9 et 2’ contre la bactérie Bacillus sp. Tandis que contre la bactérie Enterobacter

sp., seul I’extrait de la souche H3 a montré un effet.
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Ces bactéries et le produit qu’elles synthétisent (Particulicrement la souche I1
suspectée étre un Pseudomonas aeruginosa) constituent d’excellents outils dans la lutte

antibactérienne

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

approches plus approfondies, a savoir :

- L’identification des souches étudiées et leur classification taxonomique

- L’étude des propriétés physico-chimiques du biosurfactant produit pour mieux
connaitre sa nature, sa structure ...etc.

- La production du biosurfactant par 1’essai d’autres substrats (I’huile de vidange,
I’huile de friture ...)

- Laréalisation du test d’activité antimicrobienne sur des souches pathogenes.
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Annexe

Annexel

<

» Coloration de Gram
Différentes étapes de cette coloration :
préparer et fixer un frottis bactérien a la chaleur du bec bunsen.
coloration par le violet de gentiane. Laisser agir 1 minute. Rincer a I’eau
Ajouter du lugol (solution d’iode iodo-iodurée) : étaler le lugol et laisser agir
20secondes. Rincer a I’eau.
On peut réaliser une deuxieme fois 1’opération identiquement pour plus de sécurité.
Décoloration de 1’alcool : verser goutte a goutte I’alcool sur la lame, et surveiller la
décoloration (5a10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer
sous filet d’eau.
Recoloration a la fuchsine. Laisse agir de 30secondes a 1 minute. Ringage a I’eau puis
séchage.
Observer avec une goutte d’huile a immersion, objectif 100(grossissement x100). Les
bactéries a Gram positif se colorent en violet alors que les bactéries a Gram négatif se

colorent en rose.

> Préparation de la solution d’HCI a 1N et a 6N

Les solutions servent pour 1’ajustement du pH du milieu de culture et I’acidification pour les

méthodes d’extraction par précipitation acide respectivement.

Pour mesurer le volume exact d’HCI, il faut faire un petit calcul suivant une simple
regle de 3 : C1xV1=C2xV2

0.1x6
V2= —// (Méme chose pour la 1N)

12 6 est remplacé par 1
0.1=100 mL

6= 6N
12= concentration d’HCl
Dans un 1 er temps, et dans une fiole de 100 mL

¢ Verser environ 20 mL d’eau distillée
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* Mesurer avec précision le volume exact d’HCI qui est égale a 50 mL pour la
solution a6bN eta 8.3mL pour la solution a 1N
* Rajouter attentivement et petite a petite le volume d’HCL tout en agitant
Ensuite, le volume d’eau est complété jusqu’au trait de jauge 1’opération s’effectue de

préférence sous hote pour éviter toute sorte d’accidents et les vapeurs d’HCI néfastes.

» Préparation d’une solution NaCl saturée
Dans un bécher, et sous agitation grace a un agitateur + plaque chauffante
Verser un volume d’eau distillée
Rajouter des petites quantités du Na CI tout en agitant, la poudre se solubilise dans
I’eau et une fois le Na Cl se précipite et ne se solubilise pas c'est-a-dire la solution est

saturée.
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