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Résumé

Les nouvelles recherches s’orientent vers I’é¢tude de molécules d’origine microbienne entre
autres celles présentant une activité de surface (Biosurfactants) qui attirent de plus en plus
l'attention par rapport aux tensioactifs chimiques. Notre travail est une recherche
bibliographique sur 1'un desprincipaux types de biosurfactants qui sont les rhamnolipides,
contenant du rhamnose comme fragment sucré lié aux chaines d'acides gras hydroxyles. Ils
ont des applications variees dans de nombreuses industries notamment pharmaceutique,
alimentaire, cosmétique, agricole, pétroliere etne représentant a I’heure actuelle qu’une faible
part du marché global dessurfactants.Pseudomonas aeruginosa est le producteur le plus
compétent de rhamnolipides. La production a 1’échelle industrielle par des souches de P.
aeruginosa isolées de différents endroits necessite une optimisation des conditions de
fermentation et uneamélioration des souches par diverses stratégies de mutagenése et
d'ingénierie métabolique afin dediminuer le col(t global et accroitre le rendement et la

disponibilité de ces rhamnolipides a des colts compétitifs.

Mots clés

Rhamnolipides, industries, Pseudomonas aeruginosa, fermentation, optimisation.



Abstract

New research is oriented towards the study of molecules of microbial origin, among others
those with surface activity (Biosurfactants), which are attracting more and more attention
compared to chemical surfactants. Our work is bibliographic research on one of the many
types of biosurfactants which are Rhamnolipids containing rhamnose as a sugar fragment
linked to hydroxy fatty acid chains. They have varied applications in many industries
including pharmaceutical, food, cosmetics, agricultural, petroleum and currently represent
only a small part of the global surfactants market. Pseudomonas aeruginosa is the most
proficient producer of Rhamnolipids. Production on an industrial scale by strains of P.
aeruginosa isolated fromdifferent locations requires optimization of fermentation conditions
and improvement of strains by various strategies of mutagenesis and metabolic engineering in
order to reduce overall cost and increase yield and the availability of these rhamnolipids at
competitive costs.

Keywords

Rhamnolipids, industries, Pseudomonas aeruginosa, fermentation,optimization.
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Introduction

Introduction

Selon Li (2017), « les préoccupations environnementales et les risques de réduction
des ressources energétiques et alimentaires découlant de la vie quotidienne et des applications
industrielles sont devenus des sujets importants. Les produits chimiques sont des éléments
indispensables dans la société parce qu'ils sont largement utilisés dans I'industrie alimentaire,
pharmaceutique et de nombreuses autres applications industrielles. Comment produire un tel
produit chimique et comment éliminer son effet sur I'environnement sont tres préoccupant en

raison des effets indésirables potentiels sur I'environnement et la santé humaine [traduction] ».

Généralement, les tensioactifs sont des agents de surface utilisés dans différentes
industries pour leur réle dans divers et importants secteurs comme 1’industrie du pétrole, du
savon, des détergents, des aliments et des boissons. Le marché mondial des tensioactifs n'a
cessé d'augmenter au cours du siecle dernier a la fois dans la production et dans la gamme des

produits disponibles (Eslami et al., 2020).

La demande mondiale en surfactants est énorme, elle est estimée a 30,64 milliards
USD en 2016 et a 39,86 milliards USD en 2021, la plupart des surfactants sont synthétisés
par voie chimique a partir d’huiles végétales, graisses animales et produits pétrochimiques, ils
sont de nature difficile a dégradée, ce qui peut constituer une menace potentielle pour
I’environnement vue leur toxicité. Cet aspect négatif a poussé les chercheurs a trouver un
moyen de résoudre ces problemes en recherchantdes alternatives aussi efficaces que les
tensioactifs synthétiques tout en étant respectueux a I'environnementet utiliser pleinement les
ressources renouvelables d’origine biologique appelés biosurfactants (Khalfallah et Madjrali,
2021).

Les biosurfactants ont un grand potentiel en raison de leurs structures similaires aux
tensioactifssynthétiques et a leur non-toxicité. 1l existe de nombreux types des biosurfactants
tel que la surfactin e, lichenysine, mycosubtiline, plipastatin, sophorolipide et Rhamnolipides.
Ces deux derniéres molécules sont deux groupes de biosurfactants d’importance particuliére
(Eslami et al., 2020).

Les Rhamnolipides (RH) sont les biosurfactants glycolipidiques, devenues un sujet de
recherche de nombreuses études, notamment la caractérisation de leur structure, leur diversité,

leur biosynthese, leurs propriétés physicochimiques, leur production industrielle et leurs
1



Introduction

applications potentielles. Ce sont des composeés efficaces avec une ou deux molécules d'acide
B-hydroxydécanoique produits par Pseudomonas sp. Majoritairement par I’espece P.
aeruginosa(Yun et Li, 2018).

L'introduction de nouveaux produits sur le marché est toujours un challenge, les
chercheurs ont supposé que ce soit particulierement vrai pour les biomatériaux tels que les
rhamnolipides. Bien qu’ils présentent de nombreux avantages par rapport a leurs homologues

chimiques, leur utilisation a I'échelle commerciale se heurte a certains obstacles.

Alors, est-il possible de s’en passer des surfactants chimiques et les remplacer par des
molécules tensioactives d’origine microbienne tout en couvrant I'ensemble des besoins du

marché pour ces produits a activité de surface ?

L’objectif principal de ce mémoire est d’accroitre les connaissances sur les
rhamnolipides synthétisé par la bactérie P. aeruginosa pour atteindre une meilleure

compréhension deleurs propriétés de ce qui entrave leur production a 1’échelle industrielle.
Le présent mémoire se subdivise en trois chapitres

e Le premiére chapitre est une revue bibliographique ou sont exposées les données
relatives aux biosurfactants précisément Rhamnolipides.

e Le deuxieme chapitre est concerné a la bactérie P.aeruginosa, comme souche
productrice des Rhamnolipides.

e Le troisieme chapitre est réserve a quelques exemples de procédures de synthése des
rhamnolipides, aux probléemes aux quels est confronté ce secteur a 1’échelle

industrielle et aux solutions existant.
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Chapitre | : Généralités

1. Définition

Les surfactants sont définis selon Larousse comme des molécules amphiphiles qui,
placées en solution diluée dans I'eau, abaissent sa tension superficielle. Les surfactants (de
I’anglais : surface-active agent), surfactifs ou bien agents surfactants, sont des molécules les
plus utilisable a I’industrie chimique(Chong et Li, 2017) qui peuvent abaisser la tension
superficielle entre deux liquides non miscibles grace leur caractéristiques structurelles.
Désignées de molécules amphiphiles puisqu’ils ont un groupement hydrophobe (une partie
lipophile non polarisée soluble dans les solutions apolaires) et un groupement hydrophile
(polarisée soluble dans les solutions aqueuses) (Beldjlali et Touahria, 2021).

Les biosurfactants sont des molécules biologiques amphiphiles dont la partie
hydrophobe est un acide gras ou un dérivé et la partie hydrophile peut étre un peptide, un
sucre, un groupement carboxylique ou un groupement ester (Carlos, 2019),produits par
différentes microorganismes (bactéries, champignons), comme sécrétions extracellulaires ou
liés aux surfaces cellulaires. lls rendent I’organisme capable a s’accumuler entre les phases
fluides (exemple: huile/eau) réduisant la tension superficielle et interficiale par
I’augmentation de concentration jusqu’a atteindre la concentration micellaire critique (CMC)
selon les mémes mécanismes que les surfactants chimiques (Fakruddin, 2014). Le CMC est la
concentration de surfactant a laquelle la tension superficielle stable la plus faible est atteinte et
des assemblages moléculaires organisés, appelés micelles, sont formés (Santos et al.,

2016).Les différents types de biosurfactants présentant dans le figure 01.

Les biosurfactants possedent de nombreux avantages que ceux de leurs homologues
d’origine chimiques : biodégradabilité, spécificité et résistance aux conditions
extréme(Moutinho et al.,, 2020).D’autres avantages sont la moindre toxicité que les
surfactants, la biocompatibilité environnementale ainsi que la disponibilité de la matiere

premiére pour leur production (Saadia, 2018).

En fonction de la nature de la charge de la partie polaire il y a des tensioactifs non
anioniques, anioniques (négatives), cationiques (positives) et des tensioactifs amphoteres
appelé zwitterioniques (chargées positivement et négativement) (Khalfallah et Madjrali,
2021).
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Figure 01 : Schéma montrant les différents types de biosurfactants(Sharma et al.,2021).

2. Rhamnolipides (RH)
2.1. Définition
Les RH sont des biosurfactants extracellulaires composées d’un groupement
hydrophile constitué d’un ou deux rhamnoses et un groupement hydrophobe constitué d’un
deux ou trois acides gras 3-hydroxy (de 6 a 16 carbones).C’est une molécule anionique due a
la présence de I’ion carboxylate qui est chargé négativement (Schellenberger, 2019), produits
par peu d’espéces bactériennes comme des métabolites secondaires, principalement par les

genres Pseudomonas sp.et Burkholderia sp. (Carlos, 2019).

2.2. Découverte de RH
Les RH ont été découverts en 1946 par Bergstrdom dans un glycolipide huileux nommeé acide
pyolipique produit par Pseudomonas pyocyanea renommeée plus tard Pseudomonas
aeruginosa. En suite la nature chimique de ces biosurfactants a été déterminée par Jarvis et

ses collaborateurs puis par Edwards (Eslami, 2020).
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2.3. Structure chimique de RH
La structure chimique des RH est variée selon le nombre et la longueur de fragment de
rhamnose et de lipide et le degré de saturation des constituants :

e Selon le rhamnose : il y a deux types de structures, mono- RH (une seule molécule
rhamnose) et di- RH (deux rhamnose).

e Selon le lipide : cette partic composéede chaine d’acide gras hydroxylé (saturés,
mono-ou polyinsaturés) (Edwards et Hayashi, 1965).

Ainsi, compte tenu des structures mentionnées ci-dessous, la définition des RH peut étre
comme suit : ce sont des glycosides composés de rhamnose (partie glycone) et d’un lipide
(partie en aglycone) reliés entre eux par une liaison O-glycosidique. La partie glycone est
composée d’un ou deux rhamnose (mono- ou di-RH) reliés par une liaison o-1,2-
glycosidique. La partie aglycone, cependant, est principalement une ou deux voire trois
chaines d’acides gras B-hydroxy avec une longueur variant de C8 a C16 (saturées, mono-, ou
polyinsaturées) liés les unes aux autres par un lien ester formé entre le groupe B-hydroxyle de
la chaine distale (par rapport au glycosidique) avec le groupe carboxyle de la chaine
proximale. Dans la plupart des cas, le groupe carboxyle et le 2-hydroxyle de la chaine distale

du groupe rhamnose restent libres(Abdel-Mawgoud et al., 2010).

Les variations des structures chimiques des RH présenté dans Figure 02 ,conduit a

I’émergence de plusieurs homologues de RH presque 60 structures (Schellenberger, 2019).

Mono-rhamnolipids

Mono-rhamno-di-lipid Mono-rhamno-mono-lipid

OH o O COOoH
COOH :C;H3 : j
OoH H
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o
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Figure 02 : Les différentes structures des Rhamnolipides(Eslami, 2020).

Di-rhamnolipids
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2.4. Biosynthese de RH

La biosynthése des RH chez P. aeruginosa qui présenté dans le figure 02 se produit
au cours de phase exponentielle tardive et stationnaire de croissance (Herbi et al., 2020), elle
peut produire deux type différent de rhamnolipides (le mono-RH et le di-RH), la production
de RH implique plusieurs étape :

2.4.1. Biosynthése de dTDP-L-rhamnose

Le glucose peut étre utile pour la production du RH en raison de sa capacité de
conversion a des précurseurs nécessaires a leur synthése. lls peut transformer en sucre dTDP-
L-rhamnose (Tiso et al., 2017) et passe par :

La catalyse de la transformation du nucléotide glucose-6-phosphate en glucose-1-
phosphate par I’AlgC, ensuite I’enzyme RmIA (pour glucose-1-phosphate thymiduly
transférase) intervient pour la transformation du nucléotide thymdyl mono- phosphate en
glucose-1-phosphate et ’enzyme RmIB (pour dTDP-D-glucose 4,6-déshydratase) catalyse
I’oxydation de C4 de groupe hydroxyle de D-glucose suivie par une déshydratation résulte la
formation de dTDP-4-céto-6-désoxy-D-glucose, puis ’enzyme RmIC (pour dTDP-4-céto-6-
désoxy-D-glucose 3,5-épimérase) fait une double suppression de C3 et C5, il en résulte 4-
céto-6-desoxy-D-glucose, finalement 1’enzyme RmID (dTDP-4-céto-désoxy-L- mannose
réductase) réduit le C4 de 4-céto-6-désoxy-L-mannose pour fournir le dTDP-L-rhamnose,

c’est le premier composé de RH (Shah et al., 2012).

2.4.2. Biosynthese de précurseur lipidique

La fraction lipidique du rhamnolipide est synthétisée par la synthase classique d'acides
gras de type Il (FAS I1) qui existe dans la plupart des bactéries(Chong et Li, 2017)

a. Esterification.

Le premier processus commencer par une estérification de deux précurseurs d'acides
gras 3-hydroxylés (Wittgens et Rosenau, 2020),ensuite le RhIA (codé par le géne rhlA) est
impligué dans la synthése du dimére dacide gras HAA[3-(3-Hydroxyalcanoyloxy)
alcanoates] des RH.

b. Glucosylation

RhIB est une rhamnosyltransférase capable de catalyser la réaction entre le HAA et le

dTDP-I-rhamnose pour Former des mono-rhamnolipides(Chong et Li, 2017).
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c. Couplage
Enfin une deuxiéme molécule de dTDP-L-rhamnose est ajoutée par I’enzyme RhIC(

Tiso et al., 2017) (codé par le géne rhIC) aux mono-RH pour fourni une di-RH.

Les deux premiers enzymes (RhIA et RhIB) sont codés par I’opéron rhlAB(Abdel-
Mawgoud et al., 2010)qui est régulier par des génes régulateurs appelées rhiR et le rhil
(Varjani et Upasani, 2017) et le dernier enzyme (RhIC) se trouve sur un autre opéron codé
avec PA1131(Wittgens et Rosenau, 2020).

-— rhiA B —- T, —
RhIA | RhiB MYY RRiC. H Y Y
3-(hydroxyalkanoyloxy) T

alkanoic acid (HAA) mono-rh;mnollpld

h ) di-rhamnolipid

Activated dTOP-
hydroxy fatty acids Rhamnose

Lipids Glucose

Figure 03 :lllustration schématique de la biosynthése des Rhamnolipides a partir de molécule

précurseurs derivées du métabolisme primaire ( Tiso et al., 2017).

2.5. Le réle de quorum sensing (QS) dans la régulation de la biosynthése des RH

Le systeme de détection QS est un systeme de communication bactérien (Varjani et
Upasani, 2017). Ce systeme comporte un signale synthase d’une protéine, réceptrice de
signale et les molécules de signale (Chong et Li, 2017).

La régulation de la synthése de RH de QS qui nécessite deux systemes réguliers
similairement. Le systéeme lux (chez Vibrio fischeri) qui requiert une protéine Luxl
responsable de la synthése de molécule Acyl-homosérine-Lactones (AHL) et une protéine
LuxR(Greenberg, 1994),quand la densité cellulaire locale augment et atteint au seuil la AHL

devient comme auto-inducteur ,I’activation de LuxR résulte une transcription de 1’opéron lux
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qui aide la formation d’une boucle de I’auto-inducteur, ainsi que d’une protéine LUxR qui
régule I’expression des génes (activation ou inhibition )(Lee et Zhang, 2014) pour parvenir
I’adaptation des cellules aux changements des conditions environnementales par plusieurs

variétés de phénotype (Camilli et Bassler, 2013).

Chez P. aeruginosa le méme mécanisme intervient avec trois systémes de régulation

rhl, las et pgs qui affectent la production de RH (Lee et Zhang, 2014) :

1) Les synthases Rhll et Lasl produisent des molécules signal correspondantes, homosérine
lactones 30C12-HSL et Cs-HSL, (qui relient et modulent les modulateurs LasR et RhIR ).

2) LasR peut affecter la biosynthése des Rhamnolipides par la suppression Lasl et LasR.

3) Le systéeme rhl directement controle la biosynthése des Rhamnolipides par le facteur de
transcription RhIR et son autoinducteur C4-HSL. (C4-HSL forme un complexe avec RhIR
pour activer la transcription des génes rhlAB pour initier biosynthese des Rhamnolipides
(Chong et Li, 2017).

D’une part, le systéme rhl est I’homologue de LuxI qui contréle I’expression de rhiC
et opéron rmIBDAC(Rahim et al., 2001).Le Rhll (I’homologue de LuxI ) participe a la
synthése de I’auto-inducteur qui est attaché avec le régulateur RhIR(I’homologue de LuxR) ,
ce dernier provoque la transcription des genes dont rhll et rhlAB (Herbi et al., 2020). Le
régulateur LasR du systeme las contrble I’activation rhl et I’opéron pgs code pour une

protéine EQSE qui assure I’activation du RhIR(Carlos, 2019).

3. Les microorganismes producteurs
3.1. Méthodes de criblage des bactéries productrices

Plusieurs techniques peuvent étre employées posseédant chacune des avantages et des

inconvénients. Quelques-unes sont représentées ci-dessous
3.1.1. Méthodes qualitatives
3.1.1.1 Mesure de la tension superficielle

Elle est basée sur les propriétés tensioactives des RH, cette méthode est généralement
effectuée avec un tensiometre de type Du-Nouy utilisé pour détecter la présence des RH grace
leur capacité a abaissé la tension du surface (réduire la tension du surface de I’eau de 72
jusqu’a -30mNm), inconvénients : car cela prend du temps et ne s’applique pas au haut débit
projections (Abdel-Mawgoud et al., 2011).
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3.1.1.2. Méthode d'effondrement de goutte

Ce test est réalisé par I’ajout d’un bouillon de la culture sur une microplaque de
polystyréne(Abdel-Mawgoud et al., 2011) avec des petits puits, I’effondrement des
gouttelettes dans les puits huilés indiquer la présence de RH (Eslami et al., 2020). C’est une
méthode trés efficace est facile car elle utilise des simples équipements (microplaque) et
faible quantité d’échantillon.

3.1.1.3.Test sur gélose au bromure de cétyl-triméthyl-ammonium (CTAB)

Dans cette méthode les RH anioniques forment un complexe insoluble avec ce sel de
bromure cationique(Abdel-Mawgoud et al., 2011).Les souches productrices de RH sont
révélées par un halo bleu foncé autour de la colonie mais I'inconvénient est que le CTAB est
nocif et inhibe la croissance de certains microorganismes (Eslami et al., 2020).

3.1.1.4. Essai déplacement d’huile

Cette technique basée sur la correlation entre la quantité des biosurfactants et la zone
de la clarification, consiste a appliquer l'eau distillée aux boites de Pétri, ensuite l'ajout de
d'huile brute a la surface de I'eau, puis le surnageant sur la surface de I’huile. Malgré qu’ elle
est simple et rapide mais elle n’est pas spécifique (Belaref et al., 2020).

3.1.1.5. Substance active au bleu de méthyléne

Une courbe de calibration indique la concentration de RH. Ce test est utile et pas
couteuxmais le chloroforme a grande quantité est toxique pour ’homme et I’environnement
(Abdel-Mawgoud et al., 2011).

3.1.1.6. Test hémolytique.

Des plaques de gélose au sang sur lesquelles les bactéries sont directement ensemencées,
la formation d’une zone claire formant un halo autour de la colonie peut indiquer la présence
de RH (Abdel-Mawgoud et al., 2011).

Le test hémolytique et les méthodes de test sur gelose CTAB sont les principales
méthodes utilisées en raison de leur capacité de économise le temps et le cout supplémentaire
(Irorere et al., 2017).Mais restent toutefois peu précise en raison de reposes positives

observées par certains travaux, méme en absence des RH(Abdel-Mawgoud et al.,2011).
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3.1.2. Méthodes quantitatives
3.1.2.1. Méthodes spectrophotométriques
Cette technique est basée sur la préparation d’un mélange de 1’échantillon avec le
réactif orcinol qui sera agité puis chauffé (Eslami et al., 2020). Le rhamnose de RH est
hydrolysés et transformés en méthylfurfural. Ce dernier réagit avec 1’orcinol et produit une
couleur bleu-vert qui est mesurée par spectrophotométrie a 421 nm (Abdel-Mawgoud et al.,
2011).
3.1.3. Méthodes chromatographiques
3.1.3.1. Chromatographie sur couche mince
C’est une approche qui permet de révéler les composants des RH qui sont dilué dans le
chloroforme puis appliquer sur deux plaques chromatographiques, séchées puis placées sur
un systeme de solvant (méthanol : chloroforme),l’une des deux en jarre saturées par vapeur
d’iode pour la détection des lipides la deuxiéme plaque est pulvérisée par ’anthrone et placée
dans une étuve pour la détection du rhamnose (Eslami et al., 2020).
3.1.3.2. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
Cette technique emploie la spectrométrie de masse (MS) comme détecteur couplée
avec une chromatographie liquide (Abdel-Mawgoud et al., 2011).
3.1.4. Méthodes spectroscopiques
FTIR est une Technique d’analyse rapide des RH fonder sur les bandes d’absorption
IR, résonance magnétique nucléaire (RMN) utilisé des champs magnétique pour mesure
I’absorption de la radiofréquence (Abdel-Mawgoud et al., 2011). Ces méthodes aident a
quantifier les RH est leur congéneres (lrorere et al., 2017).
3.2. Quelques exemples desbactéries productrices
P. aeruginosa étant considérée comme I’espéce majeur productrice des RH(Abdel-
Mawgoud et al., 2010), mais il en existe d’autres appartenant aux phylums : Proteobacteria,
Deinococcobacteria et Actinobacteria (Carlos, 2019). ces micro-organismes producteurs
peuvent utiliser les hydrocarbures hydrophobes comme source de carbone(Chong et Li,
2017), plusieurs exemples de souches productrices des RH et les sources de carbone utilisées

sont cités dans le tableau 01.
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Tableau0l : les souches bactériennes produisent les RH selon les différentes sources de carbone

(Hentati, 2019).

Microorganisme

Source de carbone

Références

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Huile de tournesol
(2,5%,m/v)

Muller et al. 2011.

Pseudomonas
chlororaphisNRRLB-30761

Glucose (2%, m/v)

Gunther et al. 2005

Pseudomonas fuorescensHW-6

Hexadécane (1,5%, m/v)

Vasileva-Tonkovaet al. 2006

Pseudomonas indicaMTCC 3714

Son de riz + son de riz
déshuilé + glucose (4%, m/v)

Abouseoudet al. 2008

Pseudomonas luteolaB17

Mélasse (5%, m/v)

Onbaslilet al. 2009

Pseudomonas putidaB12

Mélasse (5%, m/v)

Onbaslilet al. 2009

Pseudomonas nitroreducens

Glucose (4%, m/v)

Onwosiet al. 2012

Pseudomonas stutzeri

Mannitol (1%, m/v) +
charbon (1%, m/v) charbon

Singh et al. 2013

Burkholderiaglumae

Huile de canola (2%, m/v)

Costa et al. 2011

Burkholderia kururiensisKP23T

Glycérol (3%, m/v)

Tavareset al. 2013

BurkholderiaplantariiDSM 9509T

Glucose (1%, v/v)

H::rmannet al. 2010

BurkholderiapseudomalleiNCTC
10274

Glycérol (4%, viv)

Haussleret al, 1998

Acinetobactersp. YC-X 2

n-hexadécane (0,186%,m/v)

Chen et al. 2012

EnterobacterasburiaeNRRL B-
59189

Citrate de sodium (2%, m/v)

Rooneyet al. 2009

Nocardioidessp. A-8

n-paraffine (2%, v/v)

Vasileva-Tonkovaet al. 2005

Pantoeastewartii

Glycérol (1%, v/v)

Rooneyet al. 2009

Pseudoxanthomonassp. PNK-04

Mannitol (2%, m/v)

Nayaket al. 2009

Renibacteriumsalmoninarum27BN

n-hexadécane (2%, m/v)

Christovaet al. 2004

SerriatiarubidaecaSNAUO02

Mannitol (2,931%, m/v)

Naliniet al, 2013

Streptomycessp. I1SP2-49F

Glucose (0,4%, m/v)

Yan et al. 2014

Tetragenococcuskoreensissp. nov.

Glucose (1%, m/v) + acétate
de sodium (1%, m/v)

Lee et al. 2005

ThermusaquaticusCCM 3488

Huile de tournesol
(0,2%,m/v)

Rezankaet al. 2011

MeiothermusruberCCM 2842

Huile de tournesol
(0,2%,m/v)

Rezankaet al. 2011

4. Caractéristiques physicochimiques

Les caractéristiques physicochimiques des RH qui ont conduit a I'utilisation dans de

nombreux domaines sont leur tension superficielle, leur concentration critiqgue en micelles,

leur comportement moussant et leur activité d'émulsification (Tiso et al., 2017).

4.1. Tension superficielle

La tension superficielle est une propriété des liquides qui permet de maintenir en

équilibre leur surface libre par la formation des gouttes sphériques, représentée par le symbole

y leur dimension est en force par unité de longueur [N/m].Plusieurs techniques peuvent

11




Chapitre | : Généralités

mesurer la tension superficielle ou la tension interraciale comme la méthode de la plaque de
Wilhelmy, la méthode de I'anneau de Du Nouy et la méthode de la pression des bulles ou la
méthode du volume de goutte (Tiso et al., 2017). L'eau pure a une tension superficielle élevée
environ de 72,8 mN/ m (Mouffok et Kabouche, 2016), tandis que les tensioactifs ont une
tension superficielle qui dépend de la température, des groupes ionisables et de la valeur du
Ph (Tiso et al., 2017).

Les RH diminuent considérablement la tension superficielle entre deux surfaces non
miscibles de 25 et 30 mN/m (Haba et al., 2003) grace a leur propriété amphiphile(Carlos,
2019) ils réduiraient aussi celle de 1'eau jusqu’a 35, 28 mN/m (Tiso et al., 2017).

4.2. Concentration micellaire critique

La concentration micellaire critique (CMC) donnée par mg/L, est définie comme la
concentration de tensioactifs (Tiso et al., 2017) qui abaisse 1’énergie de liaison hydrogéne par
les portions hydrophobes (Mouffok et Kabouche, 2016), donc diminue la tension superficielle
et augmente la solubilité des composés organiques hydrophobes. Elle dépend de la
température, du pH, de la concentration des sels et de la présence d'impuretés organiques.
Pour déterminer la CMC mesure la conductivité, la solubilite, la viscosité, la diffusion de la
lumiere et la tension superficielle (Tiso et al., 2017).La CMC faible indique ’efficacité du
biosurfactants(Pacwa-Plociniczak et al., 2011).Pour les Rhamnolipides, les valeurs de CMC
rapportées se situent entre 5 et 200 mg/L (Haba et al., 2003), la valeur CMC de 5 mg/L pour le
di-rhamnolipide et 40 mg/L pour le mono-rhamnolipides. La CMC varie selon le
microorganisme producteur par exemple les RH produits par P.aeruginosa, Acinetobacter
calcoaceticus et Enterobacter asburiae ont une CMC de 56, 15 et 21 mg/L respectivement
(Tiso et al., 2017).

4.3. Activité d'émulsification

L’activité émulsifiante des biosurfactants a été évaluée par une méthode de Cooper et
Goldenberg, sur le n-hexadécane, huile d’olive, le kérosene, le diesel pétrole, 1’huile de
moteur et le pétrole brut(Rupshikha et al., 2016), elle est caractérisé les propriétés
émulsifiantes des biotensioactifs. Les RH de P. aeruginosa DN1 et P. aeruginosa SP4 ont une
activité d'émulsification meilleure sur les hydrocarbures et les huiles végétales (huile de soja,

huile de noix de coco et huile d'olive) respectivement (Tiso et al., 2017).

12
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La mesure de lactivit¢ d’émulsification est une technique qui joue un rdle important pour
I’évaluation de la productivité des biosurfactants par des microorganismes(Thilleli et
Eamireche, 2017).
4.4, Comportement moussant

Le comportement moussant est la formation des mousses qui apparait en mélangeant
du gaz dans la phase aqueuse. Cette propriété donne une importance industrielle aux
biosurfactants dans différentes applications par exemple, la préparation des soins corporels, le
nettoyage industriel, la flottation et la lutte contre les incendies (Tiso et al., 2017) , au méme
temps elle a un effet néfaste sur la production de RH (Xu et al., 2020). Elles sont détectées par
plusieurs méthodes comme le test de Bikerman, la méthode de Ross-Miles, la méthode de
microscopie confocale et la technologie de renforcement de la résistance(Tiso et al., 2017).
Les RH ont une fort formation de mousse qui limite le rendement et donc augmente les colts
de production(Xu et al., 2020), pour eliminer cette concentration, on applique la méthode
fractionnement (Sodagari, 2013).

4.5. Nombre d'équilibre hydrophile-lipophile / Propriété déviation hydrophile-

lipophile

Le nombre d'équilibre hydrophile-lipophile (HLB) est une propriété important pour la
classification des tensioactifs non-ioniques émulsifiants : si le HLB est élevé ceci indique que
le tensioactif non-ionique est hydrophile et si le HLB est faible il est lipophile. Il est
déterminé par certaines méthodes comme la constante diélectrique, le titrage du phénol, la
chromatographie en phase gazeuse... Pour les microémulsions la propriéte déviation
hydrophile-lipophile (HLD), qui indique I'affinité du tensioactif pour les phases huileuse et
aqueuse (Tiso et al., 2017).
5. Applications de RH

Les tensioactives chimiques sont largement appliqués dans nombreux secteurs
présenté dans le figure 04, mais a cause de leur effet néfaste sur I’environnement des
alternatifs sont recherchés (Chong et Li, 2017). Avec le développement de la biotechnologie,
les biosurfactants sont proposés par rapport a leurs avantages (Fakruddin, 2012)entre autres
le fait qu’ ils n’affectent pas la structure et la fonction des enzymes industriels (a-amylase,
cellulase...) (Madsen et al., 2015) ,ils sont biodégradables et a faible toxicité (Saadia, 2018),

donc ces biomolécules peuvent servir dans beaucoup de domaines(Carlos, 2019).

13
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Figure 04 :Applications potentielles des Rhamnolipides (Gong et al., 2021).

5.1. Agriculture
Les RH améliorent la qualité des produits agricoles grace leur activité bio-pesticide
comme les fongicidesappliqués contre le flétrissement des plantes de tomate (fongicide
Zonix), les antiparasites qui protegent la plante contre la propagation pathogene et donc
augmente la disponibilité des nutriments. Les RH peuvent étreappliqués sur le sol ou sur la
plante directement(Herbi et al., 2020).
5.2. Alimentaire
Les RH sont des additifs alimentaires biologiques, utilisés pour améliorer la texture et
conserver les produits a base d’amidon et de matiéres grasses .L’ajout de RH améliore les
produits comme la créme au beurre et les confiseries glacées et solubilisent les huiles
aromatiques (Abdel-Mawgoud et al., 2010). lls sontconsidéréscomme une source de L-
rhamnose qui est utilisé comme précurseur du 2,5-di-méthyle-4-hydroxyfuran-3-one (’un des
arémes sucrés)(Walter et Hausmann, 2010).
5.3. Cosmétique
Les RH tres demandés dans I’industrie de la beauté car ils se trouvent dans différents
produits de soins et de santé comme, agents émulsifiants, mouillants , agents moussants,
antimicrobiens et pour le traitement cosmétique de peau comme le tampon contre ’acné
(Irorere et al., 2017). De plus, dans les antirides et anti-age (par exemple, dans les coussinets

d’acné)et peuvent guérir des brulures (Randhawa et Pattanathu, 2014).
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5.4.Elimination des métaux lourds

Les biosurfactants cationiques et anioniques éliminer les métaux lourds des sols
contaminés, avec deux mécanismes différents, les cationiques forment des complexes avec les
meétaux anioniques, les biosurfactants anioniques éliminent le métal par une technique de
désorption (Kiran et al., 2015).
5.5. Récupération de pétrole

Les RH ont large gamme des applications biotechnologies dans 1’industrie pétrolier
dans I’amélioration de leur récupération et ’extraction de pétrole (Almeida et al., 2016).1l ya
deux méthodes de (MEOR), MEOR en situ qui est une technique sélective ou un bouillon de
fermentations est injecté dans le réservoir d’huile classiques, MEOR in situ, ou la bactérie
est appliquée directement. Le producteur de Rhamnolipide P.aeruginosa utilise le nitrate et le
soufre dans le pétrole brut comme accepteurs d’électrons(Tiso et al., 2017).

5.6. Pharmaceutique

Le secteur médical depend des RH a cause de leurs propriétés anti- fongique,

antimicrobienne, antivirale.
5.6.1. Anti microbienne

Leur effet contre plusieurs microbes représenté par une augmentation de la
perméabilité de la membrane qui provoque la lyse cellulaire (Sotivora et al., 2012),par
exemple Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Rhodococcus erythropolis, Staphylococcus epidermidis ,Bacillus subtilis
Escherichia coli ( Tiso et al.,2017), Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes (Randhawa et Pattanathu, 2014).

5.6.2. Antifongiques

Contre Chaetomium globosum, Penicillium funiculosum, Fusarium solani, mais il a
une faible toxicité contre les spores d’Aspergillus niger et Candida albicans (Tiso et al.,
2017).

Les RH réparent la cicatrisation des brllures, par une augmentation du temps de
fermeture et diminution du taux de collagéne de la plaie .De plus, la production de psoriasine
et le traitement des infections a la tuberculose( Tiso et al., 2017).

Ils peut aussi étre utilisé sous forme de nettoyant (shampoings et savants)et détergent
domestique (Hentati, 2019).
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6. Marché des RH

Les surfactants chimiques  présentent un marché de plusieurs milliards de
dollars(Nadjib, 2016),ils ont étaient estimés a 30,64 milliards USD en 2016 et ontatteint 39,86
milliards USD en 2021 (Hentati, 2019) grace a leur efficacité et leurs multiples
applications(Nadjib, 2016). Ces utilisations permettent de donner une image sur 1’importance
de ces composés dans la vie quotidienne, la croissance de ce marché revient au :

- développement du tiers monde dans le domaine industriel.
- variation des produits.

- amélioration de niveau de vie dans nombreux pays

- explosion démographique mondiale.

En raison de I'utilisation massive de ces composes néfastes, il était nécessaire de
trouver des molecules alternatives plus écologiques, facilement biodégradables et moins
toxiques ce sont les biosurfactants, il y a aussi des raisons économiques pour les entreprises
productrices et la rareté des ressources pétroliéres brutes qui sont la matiere premiere de cette
industrie.

En 2013, le marché mondial des biosurfactants était de 3, 44,068.40 tonnes et a atteint
4, 61,991.67 tonnes en 2020, avec un taux global annule (CAGR) de 4,3% entre 2014 et
2020(Nadjib, 2016).

Les RH couvrent une faible part du marché global de surfactants en raison de leur codt
de production élevé qui entrave sa production a grande échelle (Carlos, 2019). Cela est due au
prix de matiére premier (sucre comme source de carbone) constituant 50%de colt de
procéde(Chong et Li, 2017), le faible rendement de la production du biosurfactants par les
microorganismes et la forte consommation de 1’énergie durant la production (Herbi et al.
2020)et la pathogénicité de bactérie productrice tous cela affecte le processus de marché
mondial des RH (Irorere et al., 2017).

Selon I’agence de presse américaine (PRNewswire), le marché des RH devrait croitre
a un CAGR de plus de 5 % a cause de la demande croissante de ce glycolipide et avec
augmenter taille de 35,86 millions USD entre 2021 et 2026 cela est due a des nombreuses
utilisations dans divers applications principalement dans le secteur du pétrole et du gaz, dans
les  produits de  soins  personnels, dans les  produits de  beauté

(https://au.news.yahoo.com/rhamnolipids-market-size-grow-usd-014000475.html).
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La région Asie-Pacifique est le dominant sur le marcheé des RH mondiale due & leur
demande croissante et leurs divers utilisations dans différents secteurs, la Chine était le plus
grand consommateur des biosurfactants, ’Inde est le plus grand producteur de savon
tensioactifs au monde, la consommation par habitant de savon de toilette/de bain dans les

pays est d’environ 800 grammes (https://www.mordorintelligence.com/industry-

reports/rhamnolipidsmarket)

Allemagne et le Royaume-Uni sont les principaux du marché des RH 39% en Europe,
les consommateurs préferent les détergents liquides de nature biologique par rapport les
détergents synthétiques, le type mono Rhamnolipides couvrait la plus grande part de marché
en 2021, due a sa large application dans le domaine de I’industrie, le pétrole, 1’alimentation,
I’agriculture et la biorémidiation (https://au.news.yahoo.com/rhamnolipids-market-size-grow-
usd-014000475.html).

6.1. Enregistrement des brevets de production des rhamnolipides
Le brevet est un outil pour écarter les concurrents du marche, il est utilisé par les
entreprises comme un moyen de protection et pour obtenir des informations et suivre
I’évolution de I’industrie ou d’un domaine technologique (Corbel, 2014).
Shete et al. (2006) trouve que les brevets sur biosurfactants étaient aux environs de255
brevets (33%) sont appliqués dans I’industrie du pétrole, (15%) dans les cosmétiques, (12%)
dans les agents antimicrobiens et de la médecine, (11%) dans la biorémidiation. (24%)pour
Les Sophorolipides, (13%) pour la surfactine et (12%)pour les Rhamnolipides (Nadjib,
2016).

Les brevets surveillent les pratiques juridiques et les applications des RH dans le
monde entier, voici quelques exemples des entreprises productrices des biosurfactants dans le
tableau 02.
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Tableau 02 : les entreprises productrices des biosurfactants dans le monde.

Entreprise Siege Les produits Applications Site web
Produits pharmaceutiques, cosmétiques,
antimicrobiens et ingrédients
TeeGene . anticancereux, les antiviraux, les
Biotech - TeeGene Biotech UK Rhamnolipides et lipopeptides det.ergents, la bioremédiation, le ’ www.teegene.co.uk/
) traitement de I’eau et des eaux usées,
I’alimentation, gestion des déchets
municipaux
AGAE {® Pharmaceutique, cosmétique, soins
Technologies - USA Rhamnolipides (R95, un HPLC/MS | personnels, bioremédiation (in situ & -www.agaetech.com/
LLC grade rhamnolipidique) sur site) Récupération assistée du
pétrole (EOR)
TECHNOLOGIES
_ Rhamnolipides (ZONIX, un Produits de nettoyage, EOR, N
Jeneil \’J[ EN ]E][][_, biofongicide et RECO, un aariculture. bioremédiation. cosmétique -www. jeneilbiotech.com/
Biosurfactant \ USA rhamnolipide utilisé dans nettoyer et 9 R ' q
Co. LLC BIOTECH, | récupérer 1’huile de réservoirs de et antimicrobienne
stockage)
Paradigm
iomédi - . . www.paradigmbiopharma.com/abo
Biomedical USA Rhamnolipides. Applications pharmaceutiques D d . D
Inc. ut-us/leadership/
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Allied

Agriculture, antimicrobienne,

i ; . o strol '
Alli ﬁd Sophorolipide alllmen_tatlon, Ref:l_Jperatlons du pétrole, www.allied-c-s-usa.com
Carbon 3 Carbon USA médecine, cosmetique et comme
Solutions Solutions détergents
rhamnolipides, rhamnosides,
GlycoSurf, GLYCOSURF xylolipids, x_yl_05|des, glucolipids, Nettoyage, cosmétique, bioremédiation | -www.glycosurf.com
LLC USA and galactolipids
Biotensidon P SlIJIisse et Les prloductions epyironnementales,
Allemagne Rhamnolipides agricufture, 'cosme’th.ue . . www.biotensidon.com/en/home/
pharmaceutique, 1’alimentation animale
Www.corporate.evonik.com/en/com
; Les produits de soins personnels et de an
Evonik . . : pany
@ EVONIK Allemagne | Rhamnolipides nettoyage, agriculture, pharmaceutique,

Leading Beyond Chemistry

alimentation ...
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Chapitre 11 : Pseudomonas aeruginosa

1. Géneéralités sur la bactérie

En (1895) Walter Migula a proposé le genre Pseudomonas pour un bacille a Gram
negatif, aérobie en forme de batonnet et multi flagellés, ce genre comprend une large gamme
d’espéces comme par exemple : P. aeruginosa, P. alcaligenes, P.mendocina, P.alcaligeneset
P.flavescens (Neves et al., 2014),le genre Pseudomonas, appartient au phylum Proteobacteria,
classe Gammaproteobacteria, ordre des Pseudomonadales, famille des Pseudomonadaceae
avec l'espéce type P. aeruginosa (Novik et Savich, 2015).
Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas est la "fausse unité", du grec « pseudo »signifiant
faux et du latin « monas »signifiant unité et « aeruginosa »en latin pour la rouille du cuivre)
(Neves et al., 2014),cet agent pathogene bactérien (Bacillus pyocyaneus) provoque des
maladies chez les plantes, les animaux et les humains (Wu et Li, 2014). Il a été étudié depuis
long temps et considéré aujourd’hui comme une souche modele (Besse et al., 2017).

1.1. Découverte

Pseudomonas aeruginosa a été découverte la premiere fois par Sédillot en 1850, qui a
observé une coloration bleue sur les pansements chirurgicaux des soldats, ensuite Fordos en
1860, a extrait le pigment bleu et ’associé a des organismes en forme de batonnets par Lucke.
En 1882, Carle Gessard a indiqué que les pigments de ce microbe sont solubles dans I'eau, et
deviennent fluorescents sous lumiére ultraviolette (Olivares, 2018).

1.2. Biologie de la bactérie

P. aeruginosa est un micro-organisme ubiquitaire qui peut survivre dans
I’environnement eaux, surface, air, aliments précisément dans les zones humides. En milieu
hospitalier P. aeruginosa peut étre rencontrée dans I’environnement proche du malade et peut
faire partie de la flore transitoire de ’homme : flore digestive, cutanée pharyngée (Olivares,

2018). Voici ’observation microscopique éléctronique de P. aeruginosa dans la figure 05.
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Figure 05 :Observation de P.aeruginosa en microscope électronique(Olivares, 2018).

1.2.1. Morphologie
P.aeruginosa est une bactérie a Gram négatif bacille batonnet, de 0,5 a 0,8 um de
diameétre sur 1 a 3um, de long (Darghout et Metheni, 2016) dépourvue de spores et de
capsules . Elle pousse bien a 25 °C a 37°C et développe a 42 °C par rapport aux autres
especes du genre avec une apparence nacrée et une odeur de raisin (Wu et Li, 2014), contient
un flagelle polaire qui fournit la motilité ,il se caractérise par la synthése d’un certain nombre
de pigments, dont la pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune-vert) (Olivares, 2018).
Leur paroi est constituée d’une :
- Membrane externe : formée de Lipopolysaccharides (LPS), de phospholipides (PL),
desporines et de pompes d’efflux
- Espace péri-plasmique peptidoglycane (Darghout et Metheni, 2016)
1.2.2. Caracteres culturaux
En général, elle peut croitre rapidement sur des milieux synthétiques simples ou bien
sur un milieu sélectif a base de cétrimide (ammonium quaternaire) a de grandes variations de
température entre 5 et 42°C avec un optimum de 30°C et a de moindres variations de pH (6,5
a 7,5) avec un pH optimal de 7,2.
L’observation de P.aeruginosa sur milieux solides donne trois types de colonies, des
colonies larges de 2 a 3 mm de diamétre, des colonies plus petites lisses ainsi que colonies

mugueuses (Darghout et Metheni, 2016).
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1.2.3. Caracteres biochimiques

P.aeruginosa est une bactérie aérobie stricte mais qui peut utiliser le nitrate et
l'arginine comme accepteurs d'électrons final dans les conditions d’anaérobiose (Neves et al.,
2014),une oxydase positif qui oxyder le glucose sur milieu MEVAG, une nitrate-réductase,
une arginine di -hydrolase et incapable a fermenter les glucides (Darghout et Metheni,
2016).P.aeruginosa est caractérisée par métabolisme polyvalence capable de métaboliser un
grand nombre des substrats et des substances organiques toxiques (Neves et al., 2014). Une
autre caractéristique importante de P. aeruginosa est la production d'une variété de pigments
dont la pyocyanine pigment bleu-vert non fluorescent (Darghout et Metheni., 2016)spécifique
de I’espéce P.aeruginosa soluble dans le chloroforme et I'eau (Neves et al., 2014), et la
pyoverdine qui est un pigment jaune-vert commun au genre Pseudomonas fluorescents,
insoluble dans le chloroforme mais soluble dans I'eau(Darghout et Metheni, 2016)(Neves et
al., 2014).

1.2.4. Caracteres genomiques

Le génome de P. aeruginosa est relativement grand constitué d'un seul chromosome
circulaire (Wu et Li, 2014) qui comprend 6,3 millions paires de bases (Darghout et Metheni,
2016)le genome contenant 5570 genes (Besse et al., 2017) environ 8 % du génome code pour
des génes régulateurs, nécessaire a la bactérie pour résister a des conditions extrémes de
I’environnement (Wu et Li, 2014) ,90% sont des génes spécifiques de I’espece, et 10%
semblable aux autres génes bactérien(Rhorfi, 2011).
2. Pathogénicité de la bactérie

P. aeruginosa est un micro-organisme pathogene grace leurs différents facteurs de
virulence qui interviennent aux cours de l’infection et jouent un rdle importante dans la
colonisation, la survie de la bactéric et I’invasion des tissus (Khalifa et al., 2011),cette

bactérie provoque des infections aigués ou chroniques (Olivares, 2018).

2.1. Facteurs de virulence cellulaire
Dans I’infection par P.aeruginosa deux facteurs interviennent dans ce phénoméne un
récepteur eucaryote spécifique de la cellule une adhésine capables d’interférer avec le systeme

immunitaire et préférer I’invasion bactérienne(Besse et al., 2017).
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2.1.1. Flagelles
Le flagelle est un organite responsable de la mobilité bactérienne qui joue un réle
important dans I’induction de la réponse pro-inflammatoire de 1’héte(Rhorfi, 2011),
I’adhérence aux cellules épithéliales respiratoires et participe dans le développement du
biofilm bactérien (Darghout et Metheni, 2016).
2.1.2. Pili de type IV
Le pili de type IV est le principale adhésine de P.aeruginosa qui comprend des
monomeres de piline (PilA), responsable de ’adhésion aux cellules épithéliales et assurant
I’infection bactérienne en facilitant 1’adhésion de la bactérie a la surface de la cellule
hote(Besse et al., 2017)et assurant la mobilité de la bactérie(Biquand, 2018).
2.1.3. Fimbriae
Le pili de type fimbriae est essentiel a I’adhérence des bactéries aux surfaces
abiotiques, comme le verre et le plastique. Ce facteur assemblé par trois systemes CupA,
CupB et CupC, mais également dans la formation du biofilm (Darghout et Metheni, 2016).
2.1.4. Lipopolysaccharide (LPS)
Lipide majeur de la membrane externe des bactéries les protegent contre la lyse par la

production des cytokines(Besse et al., 2017), constituée de trois parties :

- Le lipide A qui est une endotoxine posseéde des proprietés toxiques et provoque un
choc septique.

- L’antigéne O qui est un poly saccharique qui protége la phagocytose et participe dans
la réponse inflammatoire.

- Le core oligosaccharidique (Rhorfi, 2011).

P. aeruginosa produit deux formes de LPS, le LPS A et le LPS B. qui précisent le
phénotype (Besse et al.,2017).

2.2. Facteurs de virulence extracellulaires
2.2.1. Exotoxine
Chez P.aeruginosa le systeme de sécrétion de type 11l permet a la bactérie d’injecter
directement ses toxines a I’intérieur de la cellule, parmi ces toxines : 'ExoA, ExoS, ExoT,

ExoU et I’'ExoY ( Darghout et Metheni, 2016).
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2.2.2.Elastases
Chez P. aeruginosa I’activité élastase repose sur deux enzymes LasB qui sécréte par le
systeme de sécrétion de type Il a activité protéolytique trés importante capable de déclenchée
plusieurs systémes immunitaires comme les IgA et IgG, LasA facilitent la réception de LasB
du composé majeur de 1’épithélium respiratoire 1’élastine, ce qui va rendre la membrane
perméable et plus sensible a d’autres facteurs de virulence (Biquand, 2018)
2.2.3. Protéase 1V (lysylendopeptidase)
La protéine IV une protéase a sérine. Elle dégrade plusieurs protéines comme le
fibrinogene, le plasminogene, I’immunoglobuline(Rhorfi, 2011).
2.2.4.Protéase alcaline
Une métalloprotéine, secrétée par le systéme de type | et dégrade les cytokines qui
participent dans la réponse immunitaire(Rhorfi, 2011).
2.2.5. Phospholipases C
La phospholipase C (PLC) est une molécule sécrétée par le systeme de sécrétion de
type | dans le milieu dépourvu de phosphate contenant des ions zinc(Darghout et Metheni,
2016) ,de specificité de substrats différente(Besse et al., 2017).
2.2.6. Rhamnolipides
Les RH sont des molécules glycolipidiques extracellulaires thermostables ayant un
pouvoir détergent sur les phospholipides pulmonaires(Biquand, 2018) dont un role importants
dans la pathogénicité bactérienne qui sont nécessaires dans la mobilité de type “swarming” et
participent dans le développement du biofilm et I’invasion du tissu pulmonaire humain par P.
aeruginosa (Carlos, 2019) de plus ,peuvent se trouver dans le crachat des patients atteints de
mucoviscidose ou ils modifient I’hydrophobicité de la surface cellulaire et participent dans la
solubilisation du Pseudomonas quinolone signal (PQS), I’ activité antimicrobienne et activité
hémolytique. En outre, ils inhibent la phagocytose et provoguent la nécrose des leucocytes
Polymorphonucléaire(PMN) (Chaker, 2012).

2.2.7. Sidérophores
C’est une molécule qui capte le fer a partir de toutes protéines de 1’hdte comme
I’hémoglobine nécessaire a la croissance de la bactérie dans I’environnement extracellulaire
pour obtenir le ferri-sidérophore et I’introduire dans le cytoplasme. P. aeruginosa produit

deux types de sidérophores : la pyoverdine et la pyocheline (Besse et al., 2017).
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2.2.8. Pigments

a. Pyoverdine : est un pigment fluorescent de couleur jaune-vert, soluble dans I’eau,
insoluble dans le chloroforme (Darghout et Metheni, 2016), est considéré comme le principale
Sidérophores produit par P. aeruginosa joue un role régulateur dans la sécrétion de certains
facteurs de virulence (exotoxine A et la protéase) ainsi que sa propre sécrétion (Chaker,
2012).

b. Pyocyanine (PCN) : est un pigment non fluorescent de couleur bleu-vert soluble
dans l'eau et le chloroforme qui produite par P. aeruginosa uniquement, il est impliqué dans
nombreuse mécanismes pathogéne dont il induit I’apoptose des neutrophiles et augmente la
sécrétion d’interleukine IL-8. De plus, le PCN inhibe la catalase dans les cellules épithéliales
respiratoires et les cellules endothéliales(Olivares, 2018).

2.2.9. Alginate

L’alginate un exo polysaccharide mucoide nécessaire pour 1’adaptation du P.
aeruginosa dans différents environnements dans 1’infection chronique, 1’alginate facilite
I’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales et aussi la protection contre la
phagocytose(Besse et al., 2017).

3. Roles physiologiques des RH chez P.aeruginosa

La production des RH joue differents roles biologiques chez les bactéries

productrices, essentiellement chez P. aeruginosa les quelles :
3.1. Motilité

Chez P. aeruginosa, la motilité sur une surface semi-solide nécessite des flagelles
ainsi que la production d'un agent mouillant (exemple : le précurseur lipidique HAA et RH).

Les di-RH aide la formation et la migration des vrilles agissant comme des attractifs
chimiotactiques autoproduits, contrairement aux précurseur HAA qui repoussant les vrilles
grouillantes et le mono-RH est un agent mouillant (Abdel-Mawgoud et al., 2010).

3.2. Création de biofilm

Dans un mode de vie sessile la cellule vie sous forme de biofilm ; une structure
cellulaire complexe qui posséde des avantages physicochimiques et métaboliques comme la
communication cellulaire, le transfere génétique et la coopération métabolique (Chrzanowski
et al., 2012). Chez P.aeruginosa les RH participent a la formation initiale de micro-colonies et

la maturation de la structure du biofilm(Abdel-Mawgoud et al., 2010).
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3.3. Virulence

P. aeruginosa provoque des infections chez les patients immunodéprimés, les
individus atteints de la fibrose kystique et les personnes souffrant de mucoviscidose(Abdel-
Mawgoud et al., 2010). Les RH sont impliqués dans la colonisation par P. aeruginosa en
détruis la structure de I’épithélium respiratoire et facilité 1’invasion par les bactéries qui
forment une niche infectieuse, une fois il y a une infection la réponse immunitaire favorise la
migration polymorphonucléaire(PMM) vers le site d’infection ce qui induit une grande
production de toxine par le biofilm bactérien cause une nécrose des PMM et une
inflammation (Koren et al., 2017).

Une corrélation a été démontrée entre la quantit¢é de RH et 1’aggravation de 1’état
clinique du patient atteints de mucoviscidose colonisé par P. aeruginosa (Abdel-Mawgoud et
al., 2010)

3 .4. Impact de RH sur les surfaces microbiennes

Les RH augmentent I’hydrophobicité de la surface cellulaire par la diminution d’acide
gras de P.aeruginosa par sécrétion de LPS qui facilite I’adhésion de cellule différent surface
et le contact avec les hydrocarbures (Chrzanowski et al., 2012).

3.5. Activité antimicrobienne

Les RH présentent une activité antimicrobienne contre les bactéries a Gram positif et a
Gram négative comme Staphylococcus aureus, Klebsialla pneumoniae et Escherichia coli
ainsi que les champignons comme Candida albicans,Candida neoformans,grace a la
similarité de structure chimique de phospholipide(Carlos, 2019). Chez les Gram positif le
mécanisme d’action des RH se traduit parune insertion et subversion de la bicouche
lipidigue membranaire biologique (déstabilisation de la structure ) par leur effet
perméabilisant(Sotivora et al., 2012) mais chez les Gram négatif grace a la présence de LPS,
leur membrane est plus résistante contre ce biosurfactants. Autre effet reliée a la concentration
de RH est I’inhibition de croissance et changement de morphologie cellulaire(Carlos, 2019).

3 .6.Absorption et la biodégradation

Les BS produits pendant la croissance par des bactéries spécialement les RH (Déziel,
1996) permettent la solubilisation des substrats hydrophobes et I’absorption des
hydrocarbures (Abdel-Mawgoud et al., 2010). Ces molécules amphiphiles augmentent la
surface de contact entre les cellules et la source de carbone a cause de I’augmentation de
I’hydrophobicité(Carlos , 2019).
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3.7. Solubilisation
C’est un mode d’action qui dépende de la compétence des micelles a développer la
solubilité¢ des contaminants hydrophobes, c’est le mécanisme preferé pour traiter les sols qui
nécessitent I’injection de grandes quantités de solutions tensioactives. Cela a un gros impact
sur les codts de depollution (Nadjib, 2016).
3.8. Biorémidiation
Les RH peuvent remédier différents types de contaminations précisément d’origine
anthropique, les plus évidentes sont les hydrocarbures(Tiso et al., 2017).
4. Exploitation du potentiel de I’espéce P. aeruginosa en industrie
P. aeruginosa est utilisé dans de nombreux domaines industriels et commerciaux y
compris la récupération de pétrole et I’industrie des produits agricoles. Elle est également
utilisée en dégradation des déchets, pour nettoyer les rejets ou effluents sanitaires et
domestiques et les fosses septiques, les métabolites de P.aeruginosa joue un réle importants
dans [D’industrie dans la fabrication des différentes composés comme : vanilline,
Rhamnolipides, lipase, etc (Anayo et al., 2019).
4.1. Vanilline
C’est un ardme naturel synthétisé par P. aeruginosa ISPC2 de sol a partir 1’iso
eugenol. Ce composeé est utilisé en produits agroalimentaires, cosmeétiques et pharmaceutiques
(Anayo et al., 2019).
4.2. Lipase
Ce sont des hydrolases d'ester de glycérol (EC 3.1.1.3) qui peuvent hydrolyser les
liaisons ester glyceérides ; leur importante dans différents domaines est due a leur structure
moléculaire et leur propriétés catalytiques. lls sont appliqués en biotechnologiques et en
cosmétologie, au recyclage des déchets dans 1’environnement et transestérification de 1’huile
dans le secteur alimentaires (Anayo et al., 2019).
4.3. Rhamnolipides
Les RH ont des utilisations bénéfiques dans diverses applications industrielles notamment
- Stabilisent I’émulsion des aliments.
- Comme la conservation de lait de soja a ultra haute température et le fromage,

- Inhibent la croissance des moisissures et des bactéries.
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- Le mélange de nisine et RH élimine d’une fagon directe ou indirecte la contamination
des aliments par I’intercalant dans la composition des produits de nettoyage de
surface.

- Améliorent les propriétés de la créme au beurre et diminue la tension des aliments.

- De plus, les RH utilisés dans la stabilisation de structure et le volume du péte chez la
boulangerie et la confiserie, aussi bien ils améliorent la texture et la durée de conservation des
produits fabriqués par I'amidon par le changement du propriétés rhéologiques de péate de blé
et la stabilisation de ’aération (Anayo et al., 2019).

4.4. Protéases
P.aeruginosa est capable de produire des protéases utilisées pour décomposer les

acides aminés en ajoutant de l'eau via des liaisons peptidiques. Ces enzymes proteolytiques
jouent un rdle majeur dans la stimulation des peptides également dans la croissance et la
différenciation cellulaire(Anayo et al., 2019).

4.5. Bio pigments

Les pigments produits par P.aeruginosa telles que la pyocyanine, pyoverdine,
pyorubine et pyomélanine sont a bon qualités biotechnologiques, ils sont appliqués également
comme agents redox -actifs dans les applications bio-électrochimiques. Le pigment qui est
bien étudié pour les applications industrielles est la pyocyanine qui peut étre utilisé en

pharmacologie comme un agent antimicrobien(Anayo et al., 2019).
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Chapitre 111 : Production des RH

Dans ce chapitre, nous essayons d’illustrer le procédé¢ de production par deux
exemples de souches bactériennes appartenant a 1’espéce P. aeruginosa.
Pour produire des RH a I’échelle industrielle, une démarche combinée de diverses

techniques est utilisée (Belaref et al., 2020)représentée dans la figure 06.

CarboneAzo
teAnti-
mousseAutre

s stratégies

1. pas de purification
7N | 2. précipitation
3. extraction par solvant
@ 4.chromatographie
5. adsorption
6. ultrafiltration

7. fractionnement dela
mousse

Préparation del'inoculum Fermentation Stockage Purification de produit

Figure 06: Schéma montrant la procédure de production des Rhamnolipides (Chong et Li, 2017).

1. Procédé de production de RH
Selon (Nadjib, 2016), la production des RH est divisée en quatre phases :
e Isolement des souches.
e  Préparation du I’inoculum.
e Fermentation, extraction et purification des RH.
e Optimisation de la production.
e Identification, caractérisation du produit et I’estimation de son activité de surface.
1.1.1solement des souches
P. aeruginosa est une espece tres rencontrée dans différents écosystemes tel que ; les
eaux usées contenant des huiles, les sols contaminés par le pétrole et rhizosphere du
riz(Eslami et al., 2020).
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Les souches P. aeruginosa E03-40 et HAKO2 sont deux exemples de bactéries ayant
été utilisées pour la synthese des RH par deux travaux scientifiques de Sodagari (2013) et
Bazsefidpar et al. (2019).

- P. aeruginosa E03-40 une souche d’une productivité élevée des Rhamnolipides
sélectionnée a partir d'échantillons de sol prélevés dans une usine de biodiesel prés de
Ralston, lowa, Etats-unis par les travaux de (Sodagari, 2013).

-Un autre exemple est une souche de P. aeruginosa HAKO2 isolée a partir des déchets

urbains du site de Kahrizak au sud de Téhéran (Bazsefidpar et al., 2019).

La premiére étape est une préparation d’une suspension de ces échantillons des
souches bactériennes avec une solution saline stérile tamponnée au phosphate (PBS) sous

agitation.

Ensuite, la capacité de ces souches a produire des RHest testée sur gélose CTAB sur
lequel, les souches productrices des RH donneront des halos bleu foncé. Ce sont ces souches

qui sont sélectionnées et identifiées (Gunther et al., 2005).

1.2. Conservation des souches
- Conservation a courte durée : Les souches pures ont été repiquees sur milieu Luria
Bertani (LB) solide et conservées a +4 °C.
- Conservation & longue durée : A partir d’une culture en fin de phase exponentielle
de croissance, les souches sont conservees dans du bouillon LB en présence de 25% de
glycérol a -80 °C(Sahel et Djebbar, 2018).

1.3. Préparation de I’inoculum

En général, l'inoculum se prépare par revivification de la culture congelée dans un
milieu adéquat a température déterminée et sous agitation optimale (Sodagari,
2013).L'inoculum sera ensuite cultivé dans un d'Erlenmeyer contenant le milieu de culture
pour la fermentation( Sodagari et al., 2017). Ci- dessous quelques exemples de protocoles
appliqués :

La préparation de 'inoculum de P. aeruginosa HAKO2, a été faite dans un bouillon
nutritif incubé a 30 °C sous agitation al180 rpm. Apreés 24 h d’incubation,3 % (v/v) ont été

inoculées dans un milieu de production (Bazsefidpar et al., 2019)
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Chez P. aeruginosa E03-40 la culture a été activée dans 10 ml de bouillon (TSB) soja
trypsique stérile et 15 % de glycérol pendant 8 h & 34 C° sous agitation a 280 tr / min. Il a
ensuite été ajouté a 90ml de TSB, dans un Erlenmeyer de 500 ml et cultivé pendant 20 h dans
des conditions similaires .La culture préparée a ensuite été utilisée comme inoculum pour la
fermentation(Sodagari, 2013).

1.4. Fermentation

La production industrielle des biosurfactants Rhamnolipidiques est soumise a
plusieurs facteurs. Afin d’améliorer le rendement de la production, ces facteurs doivent étre
contrdlés : la source de carbone, le type d'alimentation des substrats , le pH, la température, le
taux d'aération, l'oxygeéne dissous, la densité cellulaire et la capacité de I’extraction de produit
(Eslami et al., 2020), voici les compositions des milieux et les conditions de fermentation

dans le tableau 03.

Tableau 03 : Compositions des milieux et conditions de fermentation.

Souche Substrat et condition de croissance Référence
P. aeruginosa -Milieu de culture (g /L) : huile de tournesol (Nina, une
HAKO02 sociéte) aNOs (Merck, C99.5%) 5, KHz2 PO. (Merck, .
(Bazsefidpar et al.,
99.5 -100.5%) 0.2, et MgSOs4, 7 H20 (Merck, C 98.0%)
0.2 2019)

-180tr/min,30°C, 24h

P. aeruginosa -Milieu de culture (g/L): huile végétale 100, NHCI
E03-40 572, KHz2 PO4 6.0, Na Cl 1.5, MgSOs,7H20 0.9,
FeSO.,7 H20 0.1, CaClz, 2H20 0.03, MnClz, 4H:0
0.03, extrait de levure 5, 0. peptone 5,0 et 2 ml d’une

(Sodagari et al.,
2017).

solutiond'oligo-éléments.

-800tr/min ,32 °C,pH 7.0
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1.4.1. Substrat

Les matiéres premiéres (sources de carbone) sont importantes dans la production des
Rhamnolipides chez tous les microorganismes producteurs et leur utilisation varie d'une
espéce a l'autre (Belaref et al., 2020).P. aeruginosa est capable d'utiliser plusieurs types de
substances hydrophobes parmi eux les huiles végétales qui sont considérées comme une
meilleure source de carbone avec un taux de production éleveé : huile de tournesol, arachide,
mais, noix de coco, huile de soja et d’olive. Pour réduire le cotit de la production, on peut
utiliser la matiere premiére renouvelable, les sous-produits agro-industriels comme les huiles
usagées et les déchets agricoles a base de glucose(Jiang et al., 2020).De plus, les sucres tel
que la cellulose peuvent étre utilisés comme matiere premiere alternative due a leur colt
faible et moindre étapes de purification (Tan et Li, 2018).Sur le tableau 04 quelques exemples
de substrats utilises par différentes souches de P.aeruginosa avec leur rendement de
production.

Tableau 04 : Production de bio tensioactifs a partir de déchets contenant du sucre (Tan et Li,
2018).

Source de sucre La souche Rendementdes Référence
biosurfactants
Pulpe d'orge P.aeruginosaATCC9027 9.3g/L (Kaskatepe et al,
2017)
Noix de cajou jaune P.aeruginosa 7.1-9.3g/L (Iroha et al, 2015)
Lactosérum de fromage cr| P.aeruginosaATCC10145 9.6g/L (Colak etal., 2013)
Lactosérum de pain P.aeruginosaSR17 2.7-4.8g/L (Patowary et al., 2016)
Lactosérum caillé P.aeruginosaBS?2 0.92g/L (Dubey et al., 2001)
Melasse P.aeruginosaGS3 0.24g/L (Patel et al., 1997)
Mélasse P.aeruginosa marine 3.4-3.9g/L (Azran et al., 2014)
Vinasse de canne a sucre | P.aeruginosaPAl 2.7g/L (Naspolini et al., 2017)
La paille de ble P.aeruginosaNCIM2036 9.38g/L (Prabu et al., 2015)
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1.4.2. Stratégies de fermentation

Les modes batch, Fed-batch et continus sont les trois principaux systémes de
fermentation. Premierement batch ou discontinue est un systéme fermé avec agitation, les
nutriments sont ajoutés au milieu de culture avant le début de la culture et tout au long de la
fermentation le volume du milieu de culture reste constant (Herbi et al., 2020). Le deuxiéeme
systeme est la fermentation semi-continue ou Fed-batch (Eslami et al., 2020)ou I’ajout du
milieu de culture se fait au cours de la fermentation, quand la cuve du bioréacteur est pleine,
la fermentation est arrétée (Herbi et al., 2020),ce systeme est plus efficace pour améliorer la
productivité et le rendement des RH (Eslami et al., 2020).Le dernier systeme de fermentation
microbienne est le continue ou le systéme ouvert, ou I’ajout des nutriments se fait de manicre
continue au fermenteur au méme temps il ya un soutirage de méme volume donc le milieu de
culture reste constant dans la cuve(Herbi et al., 2020). Le tableau 05 montre le rendement de

production de RH.

Tableau05 : rendement de production des rhamnolipides par différentes souches bactériennes en

systéme de fermentation Fed-batch ou batch.

Souche Rendement Substrat les systemes de Référence
) fermentation
Maximum
P. aeruginosa 55,7+2,6 Huile Fed-batch- ( Sodagari et al., 2017).
E03-40 végétale alimentation en
huile végétale.
P. aeruginosa 22,5 Huile Batch Culture (Bazsefidpar et al.,2019)
tournesol
HAKO02 240 Fed-batch sous contr
Huile strict
tournesol
de I'OD.

- Chez P. aeruginosa E03-40, la fermentation a été réalisée dans un fermenteur Fed-
batch (Eslami et al., 2020)(BIOFLO 110 New Brunswick Scientifique) de 2 L .La température
du bouillon a été réglée a 32°C par plaque chauffante et la conduite d'eau de refroidissement

est connectée au bain réfrigéré (Fischer), le pH a été ajusté a 6.7 par I’ajout de NaOH 1N ou
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H2SO4(Xu et al., 2020). L'agitation se fait par deux turbines a six pales a une vitesse de 600
tr/min. Les parameétres de fermentation sont contrélés par unité de contréle primaire (PCU) :
la concentration en oxygene dissous (OD) a été fixée a 10 % (saturation en air) avec réglage
automatique du débit d'oxygéne pur et la OD peut fluctuer dans la plage de 5% - 30% sous ce
contrble( Sodagari et al., 2017).

- Chez P. aeruginosa HAKO2, la fermentation a été réalisée dans un fermenteur batch
et Fed-batch de 5 | avec contenance de 2 |. La culture était inoculée avec 3% v/v de
I’inoculumLe taux d'aération de 1 a 1,5 vvm et la vitesse d'agitation de 500-1000 tr/min a été
utilisé pour régler la concentration d'OD & une valeur spécifiée, le pH du milieu de culture a
été ajusté par NaOH6N et d’acide phosphorique a 20%, la température a été maintenue par
bain réfrigéré circulateur, I'huile de silicone a été utilisée comme anti mousse pendant la
fermentation des rhamnolipides (Bazsefidpar et al., 2019).

1.5. Extraction et purification
Les RH peuvent étre récupérés par nombreuses méthodes, les opérations d’extraction et
purification representent 60 a 80 % du colt globale de la production et sont affectées par la
charge ionique et les types de métabolites ; intracellulaires ou extracellulaires (Zheng et al.,
2020).

La technique d'extraction par solvant est considérée comme la meilleure technique
pour la récupeération, par rapport aux autres techniques (Shah et al., 2016),qui sont la
précipitation avec l'acide, le sulfate d’ammonium ou le sulfate de zinc, la fractionnement de
mousse, la chromatographie d'adsorption et la chromatographie d'échange d'ions(Zheng et al.,
2020).

1.5.1. Extraction par solvant

La culture acellulaire est traitée par les solvants comme chloroforme/méthanol,
butanol, acétate d'éthyle (Nadjib, 2016), puis une évaporation rotative est appliquée a 200
tr/min et a 30°C pendant 5h (Belarefet al., 2020). Le résultat obtenuest une précipitation de
deux couches, enfin la couche inferieur est récupérée puis séchée pour obtenir une poudre
(Shah et al., 2016).

C’est le cas notamment des deux exemples de souches bactériennes P. aeruginosa
HAKO2 et E03-40.

- L’inoculum de P. aeruginosa HAKO2 a été centrifugé a 25°C a une vitesse de
7000rpm pendant 12 min puis séchée dans I'étuve a105°C pendant 2h. Le pH du surnageant

(sans cellules) est ajusté a 2 avec HCI 1 N puis incubé a 4°C une nuit. Pour purifier les
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Rhamnolipides apres 24 heures, une seconde centrifugation a 4 °C a une vitesse de 15 000
tr/min pendant 25 min, et les extrait par I'acétate d'éthyle (Bazsefidpar et al., 2019).

- Chez P. aeruginosa E03-40 le surnageant de bouillon recueilli centrifugée et dilué
dans la plage de 3 a 90 mg/l de Rhamnolipides. Le pH du surnageant a été ajusté a 2 a 3 par
addition de HCI 1N puis extrait par 4 fois le volume d'acétate d'éthyle et recueilli et vaporisé
pour éliminer le solvant (Sodagari, 2013).

1.5.2. Précipitation au sulfate d'ammonium

Le surnagent est traité avec le sulfate d'ammonium a 40 % pour obtenir une
précipitation, incubée pendant 24h a 4 °C, ensuit centrifugée a 10000 rpm, 4 °C pendant 30
min pour avoir une poudre de couleur blanche apres le séchage (Shah et al., 2016).

1.5.3. Précipitation au sulfate de zinc

Pour précipiter les Rhamnolipides le surnagent est mélangé avec le sulfate de zinc a
40 % (p/v) apres I’incubation pendant 24h a 4°C, le précipité est centrifugé a 4°C, 10000 rpm
pendant 30 min puis séché(Shah et al., 2016).

1.5.4. Précipitation acide

L’acidification du surnageant s’cffectue par la solution de HCL:N, jusqu'a pH 2.Le
mélange est ensuite incubé(24 heures a 4°C) pour donner un précipité qui sera centrifugé a
10000 rpm, a 4°C pendant 30 min, ensuite séché pendant 24h. A la fin une pate de couleur
noire est obtenu (Shah et al., 2016).

1.5.5. Chromatographie d'adsorption

La chromatographie d’adsorption est utilisee pour séparer et purifier les RH avec la
résine en phase normale et des solvants apolaires. Enraison de 1’efficacité de cette technique,
les Rhamnolipides obtenus sont plus applicables dans les secteurs alimentaires et
médicales(Zheng et al., 2020).

1.6. Identification des Rhamnolipides

Aprés I’extraction des RH par la technique d'extraction de I'acétate d'éthyle comme a
été mentionné ci-dessus été analysée par un spectrométre de masse (MS) en suivant les
procédures utilisées dans ce laboratoire ( Sodagari et al., 2017).

1.6.1. Chromatographie sur couche mince

Une quantité précise de rhamnolipide purifié a été dissoute dans du chloroforme et 10
ul de cette solution ont été placés sur une plaque TLC. Aprés séchage, la plaque a été placée
dans un solvant d'hexane .Ensuite l'une des plaques été saturée de vapeurs d'iode, pour
détecter les lipides sous forme de taches jaunes, pour détecter la présence de peptides sous
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forme de taches rouges et de glucides sous forme de taches bleu-vert, respectivement deux
autres plaques ont été pulvérisées avec les réactifs ninhydrine et anthrone a 110 °C pendant 10
min ( Sodagari et al., 2017).

1.6.2. Analyse structurale des Rhamnolipides

La structure chimique du RH purifié a été identifiée par LC-MS dans un module de
séparation Waters Alliance 2695 couplé & un spectrometre de masse triple quadripdle Micro
mass Quattro Micro. Pour séparation, chromatographie en phase inverse sur Eclipse XDB
C18 (5 Im) ,150 mm a éte utilisé & 35°C. Le debit a éte fixé a 0,5 ml/min(Bazsefidpar et al.,
2019).

2. Enjeux de la production des Rhamnolipides et I’optimisation

La production des RH a I’échelle industrielle est confronté a plusieurs défis qui
induisent des rendements faibles et des codts élevées de production (Tan et Li, 2018). Parmi
ces défis ,I’identification et la pathogénicité des souches productrices, le colt des matieres
premiéres ainsi que les conditions défavorables du bioprocédé et la formation des mousses en
grande quantité(Chong et Li, 2017).

Plusieurs stratégies sont proposees pour rendre le colt des biosurfactants compétitifs a
celui des surfactants chimiques :

-Trouver des matieres premiéres alternatives comme par exemple la mélasse, 1’huile
de cuisson usagée. Ca permet au méme temps de réduire ’impact des rejets industriels sur
I’environnement,

-Développer et optimiser 1’efficacité du bioprocédé.

-Economiser 1’énergie pour réduire le colt de [Iélectricité consommées pour
’agitation par la diminution du nombre de cuves de fermentation (Moutinho et al., 2020).

2.1. Souche productrice
2.1.1. Identification de la souche

Pour identifier les microorganismes producteurs de RH, des tests phénotypiques et
biochimiques comme : la coloration de Gram, la morphologique, les galeries biochimiques tel
que Biolog GEN Ill, API...etc, sont appliqués mais ils restent peu ou pas efficaces due a la
variété des phénotypes avec les conditions environnementales.

- Test APl 20E et les propriétés de fluorescence ont été utilisés pour classer les
organismes identifiés comme producteurs de Rhamnolipides comme P. aeruginosa P.B:2 et
P. fluorescens PV:10. Les rapports récents montrés que les isolats identifiés comme P.
fluorescens par le test ’API 20E étaient identifites comme P. synxantha et P.
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brassicacearum par utilisation de séquencage de I'ADN ribosomique 16S (ADNTr). Sont en
fait des especes non répertoriées sur la base de données APl 20E cela dépasse toute fois le
cadre de cet examen. Le séquencage de 'ADNr 16S améliore I'identification et caractérisation
des isolats producteurs de RH .Mais il reste limité (Irorere et al., 2017).

2.1.2. Pathogénicité

L’ingénierie métabolique permet de résoudre certains problemes liés a la pathogeénicité
cellulaire par exemple I’inhibition de la pyocyanine chez P.aeruginosa est une importante
stratégie pour supprimer son impact toxique. La synthese de ce pigment est a travers une
cascade de réactions complexes impliquant plusieurs genes tels que phzABCDEFG et
phzHMS qui régulée par les systémes QS inhibition de leur biosynthese se fait a partir de
I'acide shikimique voie de biosynthése de I'express opérons phz, ou bien fait le traitement de
pyocyanine par une pyocyanine deméthylase (PodA) qui perturbe la formation de
biofilm(Chong et Li, 2017).

Des modifications génétiques exercées par la technique de clonage des genes
responsables de la production (rhlAB chez P. aeruginosa) ont éte effectuées sur des bactéries
non pathogeénes tel que P. fluorescens, P. putida et E. Coli pour acquérir une excellent
propriété de la production de RH. Malgreé ces solutions, le rendement de la production chez
les souches recombinantes reste inférieure comparativement a P. aeruginosa(Tan et Li, 2018).

D’autre part, la mutagénése constitue une technique basée sur des méthodes chimiques
ou radiologiques appliquées sur les souches pour provoquer des mutations dans le but

d’augmenter le rendement de RH.

Par exemple la souche P. aeruginosa MM1011 avec un rendement primaire 1.2 g/l qui
traité par une mutagenese aléatoire , donne un rendement égal a 12.5g/l de rhamnolipides
(Eslami et al., 2020).

2.2. Codt de matiere premiere

La quantité et le type de matiere premiere affecte le cout de la production qui
représente généralement 50 % du codt global (Carlos, 2019).Pour diminuer les codts de
production des Rhamnolipides, des sources de carbone économiques et des substrats
renouvelables étre utilisés (Chong et Li, 2017) comme les déchets agricoles, les huiles
végetales( huile de colza,huile de soja et huile de mais) et différent déchets de raffinerie
d'huile comme les déchets d’huile de tournesol ...(Herbi et al., 2020). A titre d’exemple, le

taux le plus élevé jamais rapporté était de 112 g/l qui obtenu a partir de la fermentation de
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P. aeruginosa a partir d’huile de soja comme source de carbone dans un milieu limité en N et
exempt de Ca>" a 30 °C et pH de 6,3 (Chong et Li, 2017).
2.3. Bioprocéde

L'économie de la production de BS peut étre améliorée en optimisant les conditions du
procédé avec ses deux étapes ; fermentation et récupération/purification du RH(Sharma et al.,
2017).

2.3.1. Facteurs influengant le rendement de la fermentation et leur optimisation

Le type, la quantité, la composition et l'activité émulsifiante des RH produits varient
selon la souche productrice,mais aussi selon la composition du milieu (Source de carbone ou
autres nutriments) et les conditions de culture (température, agitation, pH, etc.)(Thilleli et
Eamireche, 2017), quelque facteurs influengant la production des RH représentent dans le
tableau 06.

Tableau06 : Les facteurs agissant sur la production des RH.

Source de La nature de substrat affecte le type, la qualité et la nature du biosurfactants (Sahel et
carbone Djebbar, 2018).Glycérol, glucose, mannitol et éthanol sont des sources de carbone
solubles dans 1’eau peu utilisées pour la production de Rhamnolipides par
Pseudomonas sp., par rapport aux substrats insolubles dans 1’eau, tels que les n-
alcanes et les huiles en raison de leur faible efficacité de la production. Les huiles
végétales sont parmi les substrats qui fournissent des taux de production de RH les
plus élevés lorsqu'ils sont utilisés comme seule source de carbone par quelques

souches de P. aeruginosa (Hachaichi et Sadouk, 2008).

Source L'azote est important pour la croissance microbienne et la synthése des métabolites.
d’azote Des composés azotés tels que l'urée, peptone, l'extrait de levure, le sulfate
d'ammonium, le nitrate d'ammonium, le nitrate de sodium, la farine de soja, le
glutamate de sodium et extrait de viande sont utilisés pour la préparation du milieu
de culture. Selon plusieurs études la biosynthése des Rhamnolipides se produit quand
il y a un taux élevé de carbone dans le milieu ou l'azote est réduit (Thilleli et al,
2017). Les résultats de I’étude de Manresa et al. (1991) montrent qu’il est important
d’avoir un rapport C/N idéal, variant de 16/1 a 18/1, alors qu'ils n'ont pas observé de

production pour des rapports inférieurs a 11/1, ou l'azote n’a pas été limitant

(Hachaichi et Sadouk, 2008).

Sels L’apport en quantités limitées des sels minéraux comme les ions magnésium,

minéraux calcium, potassium et sodium optimise la production des RH (Sahel et Djebbar,
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2018).

PH Le pH est un facteur important qui affecte la production des biosurfactants, soit
positivement ou négativement en agissant sur [Dactivitt du microorganisme
producteur et la dégradation des hydrocarbures. Le pH optimal de P. aeruginosa est
situé entre 6,0 et 6,5. La structure des Rhamnolipides est corrélée a la variation du
pH, lorsqu’il est égal a 5,5 la structure de RH est de forme lamellaire mais plus il

augmente, la forme devient vésiculaire(Thilleli et Eamireche, 2017).

Température | La biodégradation des hydrocarbures, son état physique, structure chimique et
I’activité physiologique des microorganismes sont fortement influencés par la
température et par conséquent la production des RH. Il y a une corrélation positive
entre la température et la vitesse de biodégradation (si la valeur de température
diminue la vitesse diminue), expliquée parla croissance et la décroissance de

I’activité enzymatique(Thilleli et Eamrieche, 2017).

Vitesse L'aération et l'agitation sont des facteurs importants qui influent sur la production des
d’agitation et

biosurfactants assurant le transfert d’oxygéne. Pour les bactéries, une augmentation
aération

de la vitesse d'agitation induit une augmentation des vitesses d’un rendement en RH

faible (Hachaichi et Sadouk, 2008).

L'optimisation des parametres de fermentation a également été utile pour augmenter le
rendement des BS par la méthodologie de surface de réponse (RSM) qui étudie I'impact des
parametres nutritionnels et environnementaux, la nature et la concentration des matieres
premiére de carbone et d'azote, le pH du milieu, la taille de I'inoculum, le temps d'incubation
et la températuresur le rendement et permetd’avoir les meilleures conditions opératoires en

peu d’expériences repétées(Sharma et al., 2017).

2.3.2. Formation de la mousse
Un autre probléme rencontré lors de la fermentation aérobie étant la forte formation de
la mousse lors de la production a I'échelle industrielle ce qui inhibe la croissance cellulaire
aussi l’accumulation de produit provoque la diminution de l'oxygeéne au cours de la
fermentation ce qui entraine la perte de milieu de culture, de Rhamnolipides et de cellules. Au
cours des derniéres années, une des solutions appliquées est l'ajout d'agents anti-mousse
chimiques qui diminue la stabilité de mousse, cependant, les grandes quantités de mousse

formées nécessite de grands volumes d’anti-mousse ce qui est plus colteux et affecte la
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récupération et la qualité des RH(Xu et al., 2020), dé moussage mécanique par briseurs de
mousse.De plus, 1’éthanola une action anti-mousse utilisé comme traitement d'urgence rapide
et efficace, Comme les RH sont hautement sensibles aux changements, 1’ajout d’acide les
précipitant dans le bouillon, est cette précipitation diminue la capacité de mousse (Jingjing et
al., 2020).

Selon (Xu et al., 2020)plusieurs approches sont appliqués pour résoudre ce probléeme
on peut citer :

-La réalisation d’une fermentation anaérobie pour diminuer le débit d'air et réduire la
formation de mousse, mais ceci affecte la productivité des Rhamnolipides due & la limitation
en oxygene.

-L’élimination synchrone des rhamnolipides au cours de fermentation contréle bien la
formation de mousse mais les problémes du faible rendement et du co(t élevé persistent.

-Le systéeme de contréle de la mousse ex-situ semble étre plus efficace pour réduire la
formation de mousse sans ajout d'agent anti —mousse.

2.3.3. Purification

La récupération du produit est basée sur la charge ionique, la solubilité dans l'eau et la
localisation du produit (intracellulaire, extracellulaire ou lié¢ a la membrane cellulaire). Au fur
et a mesure que les Rhamnolipides sont récuperés du bouillon de fermentation, un melange
complexe se forme contenant des substrats non fermentés : sels, acides aminés, protéines et
autres produits métaboliques ce qui rends la purification des RH trés difficile nécessitant
untemps long et des opérations complexes avec plusieurs réactifs. Malgré ces complexites, il
est toujours possible de purifier les RH avec une pureté élevée en utilisant diverses stratégies
proposees telles que le fractionnement de la mousse.

Le codt de purification du produit peut étre réduit si :

- Le bouillon de fermentation acellulaire remplace les Rhamnolipides purifiés pour des
applications industrielles comme la récupération de pétrole (MEOR).

- ou bien [Iutilisation directe de micro-organismes producteurs de Rhamnolipides
comme pour la décontamination de sites pollués ou comme additifs pour Il'alimentation
animale(Chong et Li, 2017).
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3. Discussion

A travers les deux exemples de fermentation abordés (P. aeruginosa HAKO02 de
Bazsefidpar et al (2019) et P. aeruginosa E03-40 de Sodagari et al (2017)) et quelques autres
travaux, il apparait que :

Pour atteindre 1’objectif principal d’une production de RHen utilisant une souche
Pseudomonas aeruginosa, a I’échelle industrielle, plusieursdéfis doivent étre relevés.

La pathogénicité des souches est 1'une des principales limites, les scientifiques
essaient d’appliquer des variations génétiques et de ’ingénierie métaboliquesur des souches
productrices afin d’obtenir un bioproduit moins risqué pour le consommateur,

Les deux souches isolées ont été identifiées comme productrices des RH. lls ont la
capacit¢ d’utiliser des sources de carbone telles que I’huile de tournesol et I’huile
vegétale.Cependant, l'utilisation du I'huile de soja comme source de carbone a montré les
meilleurs résultats,la formation de mousse a été reduite de moitié et le rendement en
rhamnolipides a augmenté a 35 %, comparativement avec les fermentations a base de
glycérola un rendement d'environ 10 %.

Les caractéristiques de production des RH chez P. aeruginosa E03-40 et HAKO02 sont
étudiées et leur rendement varie selon la source de carbone et la stratégie de fermentation.
L’huile végétale (source de carbone) pour la premicre souche E03-40 dans le systéeme de
fermentation de Fed-batch donne un rendement de 55.7g/1, I’autre souche HAKO2 donne dans
les deux systemes batch et Fed-batch avec le méme substrat carboné (huile de tournesol), les
rendements respectifs de 22.5g/1 et 240g/l. Cela confirme I'idée de Eslami et al (2020) que le
systéeme de Fed-batch est le plus efficace pour une meilleure productivité.

La revalorisation des déchets des autres industries, contenant du sucre semble étreune
bonne facon de récupérer ceux-ci et de réduire le cout de production, malgré le faible
rendement qui dois étre amélioré.La production des RH sur déchets contenant du sucre a été
étudiée par Tan et Li (2018). La souche P.aeruginosa ATCC10145 donne un rendement de
9.6¢/l apartir de lactosérum de fromage cru comme source de carbone.

La comparaison des techniques d’extraction du produit aprés fermentation montre des
différences au niveau du rendement. Ceci est confirmé par les travaux de Shah et al (2016)
ayant conclu que I'extraction par solvant (acétate d’éthyle) était la meilleure technique dans
leur étude.

La formation de la mousse est aussi 'un des problémes rencontrés lors de la
fermentation aérobie. Elle est liée aux parametres de fonctionnement tels que le pH,
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I’agitation et méme la source de carbone qui doivent étre optimisés. A coté de ceci, 1’usage
d’anti-mousse  peut  légérement améliorer la  productivité  volumétrique  des
Rhamnolipides(Sodagari et al., 2017).

Chez la souche P. aeruginosa HAKO2, les valeurs optimales pour une meilleurs
production sont : pH = 8.5, température= 25 C° et vitesse d'agitation = 240 rpm.

Pour P. aeruginosa E03-40, un pH entre 5,5 et 5,7, une température de 32C°et une
vitesse d’agitation de 600 tr /min seront les meilleurs.

L’effet de concentrations d'OD variant entre 5%, 10% et 30% chez la souche HAKO02
n’était pas tres significatif mais étant donné que la croissance cellulaire était faible a 5 %
d’OD et que la formation de mousse était importante a 30 % d’OD, I’OD de 10 % a été
considérée comme plus appropriée pour le rendement(Bazsefidpar et al., 2019).

Pour la souche E30-40, le meilleur rendement était observé a 40% d’OD ( Sodagari et
al., 2017).
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Conclusion

L’utilisation des biosurfactants Rhamnolipidiques produits par P.aeruginosa de
nombreux secteurs industrielles comme émulsifiants alimentaires, agents antioxydants, agents
anti-film, agents antimicrobiens et antiadhésifs, antirides et anti-age...est due a leurs
différents propriétés physicochimiques et leurs moindre toxicité par rapport aux tensioactifs

chimiques.

D’apres plusieurs études réalisées, les efforts d’optimisation de production des RH par
les scientifiques afin de promouvoir le marché mondiale des biotensioactifs ne sont pas
encore arrivés de conquérir les surfactant chimique a cause de leur codt élevé, faible
rendement, la pathogénicité des bactéries productrices ainsi que les probléemes rencontrés a la

cour de fermentation tell que la formation des mousses.

Les chercheurs continuent a proposer, test et mettre en ceuvre des plants de recherche
visant a résoudre ces problemes en faisant appelle a des techniques les plus récents de la
biotechnologie et de génie génétique .Ceci permettra dans le future de remplacer tout ce qui

chimique et néfaste par ce qui est biologique et sécurise.
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