








Sommaire
I OQUCHION e eeeeerreenereeaenneeiersenasererassesessssssserssssessssnssssassessersnsnsssssesesennesessnsssssenans 1

Chapitre I : Les hydrocarbures

I-1 7 INEPOAUCHION ..euiveiiriiereiincritecnirnc ettt sttt v e e as e as e 2
I-2/ DEEINILION 1.ueerevireeeiiieiteceereese e ettt ste et et b et et et e st srtesaesaeeeaes e ene 2
I-3/ L'origine des hydrocarbures .......cuececvreeeeceeiiesiieiie e 2
I-4/ Classification des hydroCarbures.......cooeeveerieriueieeeieicce ettt 3
1-4-1/ Les hydrocarbures aliphatiques .......cooveveirierieiiiceccee e 3
8/ 185 @lCAMES ..eevuvirireerieiicieinierite sttt sttt ettt enb e nesaeenans 3

B/ LS QICENES .uveerreirireeciieeeceeereesere ettt ettt et e et aa s st ee e 3

C/ LLES AICYIIES .eeeuvieriierisiteccerersssee e sre s e s et seeesinesnaesaessaneesbeseasesaresssenseesseennas 3
I-4-2/ Les hydrocarbures alicyCliqUeSs........cecveriereineiriiiirieire et 3
A/ 188 CYCIANES ..eeviieiiieeieciee ettt ettt et et ae e b e enaeeneas 3

D/ LES CYCIENES «.envveiiirreiieeeerie ettt sttt ve et re e st saaesarens 3

C/ LES CYCIIMES ceeutieireeiienieriereeet ettt sttt s e st e e s e e eanan 3
[-4-3/ Les hydrocarbures aromatiques .......ccoeeeverrerrerenrverreernrereeeseeseesseeseesnnenne 4
a/ Les hydrocarbures aromatiques mononucl€aires ..............cccoevevevveeevvennenne. 4

b/ Les hydrocarbures aromatiques bi nucléaires.............ccocevvrenecivncnveniennn, 4

¢/ Les hydrocarbures aromatiques polynucléaires...........ccoceeeeeervenennnninenne. 4

I-5/ Formation microbienne des hydrocarbures.........ccccvevvvierveeciviiveenieeaniennneennnns 4
[-5-1/ Réduction bactérienne des lipides en hydrocarbures .........cccceevervvreenene, 5
I-5-2/ Les lipases bactériennes et la thése de German..........cccoevecevreveninennennnes 5
*La formation bactérienne des pétroles .........cccceveviiiecienenieniencneneeesnnieneas 5

[-6/ L'utilisation des hydroCarbures ........cccceveeeivercieiiiineiiiieesiee e s e 7

Chapitre II : Le Sol

IL-1/ INtrOQUCHION .. vteevvviiiieeiitieeieeeaesbaesesreessetesineestbeeeseeaaasseesssaeessaeessesesssasassaesssans 9
I1-2/ 1S SOIS POIIUES .cuvrueririiieeeniereeeeetiict ettt sb et 9
11-2-1/ Mécanisme d’évolution d’une pollution.........c.ccoevvriiennviinrcieeeiieeesieennn, 9
T1-2-2/ Structure du SOL..ccuuveieevreeeceeeeereeeiiice st tree e e e e er e e eeeeeesseeeeneneens 9
I1-2-3/ La microbiologie du SOL....cccovinniiniiiiiiniiiiiiii st 10
T1-2-3-1/ Microflore du SOL......eiveeeeriiriiiiiieeie e eree s 11
Les champignons .......coveceviiiniiiiiiicic e 11
LLES DACTEIIES . vvvvveeievreeirreer e ettt e eitee sttt e e st reeesareeesneseessrae s e snaessanenes 11
11-2-3-2/ Les autres OrganiSImes ..o vrriririiiiieonie e seesrissreseensssnresssessnes 11
1I-3/ Isolement et dénombrement de la microflore du sol dans le cas les bactéries 12
a- Méthode utilisée pour la détection de la production du biosurfactants............ 12
v Test d’émulsification Red-0il O..........ccceeeveiirevecveeenceinnns 12

v L’indice d’émulSifiCation ..c.ceeeeevereeereciieeeeeeeeeeseeeeeeserenennseennss 12



II-4/ La microbiologie de la dégradation des polluants ..............ccecueeevvreevecrrveeeennen.. 13

I1-4-1/ La dégradation des hydrocarbures saturés.............cccooveeveeivrneereceerceeenene. 13
I1-4-2/ La dégradation des hydrocarbures aromatiques...........c..ccceevrveevennrnnene. 14
a/ La dégradation des hydrocarbures mono aromatique..............ceeuvnee...... 14

b/ La dégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) ..14

Chapitre III : Les biosurfactants

ITT-1/ INtrOQUCHION ..uveevieeeerienieeiteeireneeeere s st ere et s tae et e e taesebesessessareseessnnesnneestens 15
[11I-2/ Définition des bioSUIfaCtants.........ccceveevvecvererveeniiesiinieiveeereecre et eeenaeenas 15
I1I-2-1/ Le processus d’action des biosurfactants............c.cceecvvevievevreenrnnennns 15
[II-2-2/ L’indice d’efficacité des biosurfactants ............ccccoevveveeveiiirecrivvesnennee 16
[II-3/ Classification des bioSurfactants ........cccceceeverieiniineriirec e, 16
III-3-1/ Les biosurfactants glycolipidiqUes.....cc.coccuvvvevriereeerriieivieereenreeeenreennns 17
II1-3-2/ Les biosurfactants lipidiques qui contiennent les acides aminés......... 17
[I1-3-3/ Les biosurfactants qui contiennent les complexes polysaccharides
510} (o [T U OO USSP ORI 18
I11-4/ Protéines COMME SUDSLANCES .....cuerrveerirerriierrinerniieeerirernieesiteeessssesssasessnesssaenns 18
III-5/ Les propriétés des biosurfactants.........c.cceeeeeviirecreienieinienienniecrescneeneeeseeenee 19
I1I-6/ Les microorganismes produisant les biosurfactants..........c.ceceeeeerenirnvennnne. 22
I11-7/ Biosynthése des biosurfactants........c.ccceeerverierieneiineeie et eee e 23
III-8/ Les biosurfactants et les phénoménes de surface ...........ccoevevveiieeicennennnn. 24
III-9/ La fermentation et I’extraction des biosurfactants ...........cccccccovevevievenvrnnnen. 26
III-10/ Les domaines d’utilisation des biosurfactants...........ccceceeveeieeieeeereenieenenne. 28
CONCIUSION. cccveecreirssrenssrersennisssarssssnssssrosssssssssssanessenssrsasassssassssssssnsosssssssstassassassassssnssse 31

Références bibliographiques........ccccevveveriiinrncicrcnsenineininionenieneniniensesssnesssnesanes 32



Liste des abréviations
Ala : Alanine

Asp: Aspartate

C: Carbone

C°:  Degré celsius

CMC: Concentration Micellaire Critique
Cm : Centimétre

EM: Emulsifiant

Fe: Fer

g: gramme

g/l: gramme par litre

g/l/h : gramme par litre par heure
Glu: Glutamate

HAP : Hydrocarbure Aromatique Polycyclique
H,:  Hydrogene

Ile: Isoleucine

KD: Kilo Dalton

Kg/ha: Kilogramme par hauteur
Leu: Leucine

m’:  Métre carré

mg:  Milligramme

ml : Millilitre

pm :  Micrométre

Mn: Manganese

min : Minute



N/C:

Nacl :
mN/m :
nd :
ORN :
pH:
phe:
PM:
Prof :

pro:

SH :
TJa:
T.S:

Val

Rapport azote /carbone
Azote
Chlorure de sodium
milli Newton par métre
non déterminable
Ornithine
Potentiel d’hydrogéne
Phényle alanine
Poids Moléculaire
Profondeur
Proline
Radical
groupement de thiol
Tension interfacielle
Tension superficielle

Valine



Liste des tableaux
Tableau n°1 : Abondance des organismes vivants du sol................ccceeveennee 10

Tableau n°2 : Propriétés interfaciales et les niveaux de production des biosurfactants
1403 T 13152 U 21

Liste des figures

Figure n°1 : La structure d’un surfactant..................oooviiiiiiiiiinn ., 16

Figure n°2 : Quatre formes différentes des rhamnolipides (RLs) synthétiser par
Pseudomonas aeruginosa DSM2659. ... 17

Figure n°3 : La structure du lipopeptide (compos€ de surface active)
Produit par Bacillus licheniformis... ... ... ... .. oo oo vev e e its v e e e 18






Introduction

Introduction :

Tout le monde reconnait aujourd’hui que I’exploitation de pétrole n’a cessé
d’augmenter depuis le début du siécle dernier. L’extraction, le transport et 1’utilisation de
cette source d’énergie entrainent des risques de pollution (accidentelle et chronique) pour
I’environnement marin pouvant influencer 1I’équilibre écologique et parfois entrainer la
destruction de I’écosystéme.

Ce probleme de pollution par les hydrocarbures ouvre la porte sur des recherches
biotechnologiques dont le but est de trouver des solutions pour éliminer cette pollution.
L’élimination des hydrocarbures de I’environnement nécessite 1’intervention de différents
facteurs biotiques et abiotiques. Parmi ces facteurs la biodégradation, par les
microorganismes et en particulier les bactéries, est le processus naturel le plus important
dans la dépollution de I’environnement.

Vu que les chercheurs en biotechnologies ont exploités la capacité des
microorganismes pour la dégradation des hydrocarbures et les utiliser comme source de
carbone de ce fait, ils donnent une substance d’origine bactérienne appelée : biosurfactant
Ensuite, vient la diversité des structures des biosurfactants et leur role trés important dans
plusieurs domaines industriels tel que: agriculture ; industrie pharmaceutique ; industrie
alimentaire ; traitements des déchets, contrfle de pollution des eaux et des sols
contaminés par les hydrocarbures.

Dans notre étude, on a proposé trois chapitres :

v" Le premier chapitre présente un rappel des principales données bibliographiques
concernant, d’une part, 1’origine des hydrocarbures dans ’environnement et
I’utilisation des hydrocarbures, d’autre part la formation bactérienne du pétrole

v Le 2"™chapitre quelques éléments relatifs a la notion du sol, la microbiologie du
sol et I’ensemble des microorganismes pour la dégradation des hydrocarbures.

v’ Dans le dernier chapitre qui concerne les résultats de la biodégradation des
hydrocarbures : c’est I’'usage des biosurfactans d’origine bactérienne et un rappel
donné sur le biosurfactant plus les domaines d’utilisation de ce dernier



Chapitre 1
Les hydrocarbures



Chapitrel Les hydrocarbures

I-1 / Introduction:

Les hydrocarbures naturels, huile et gaz, matiére premiére de I’industrie pétroliére,
sont des mélanges complexes des produits organiques, souvent associés a4 des roches
sédimentaires, dans les quelles, ils se rassemblent pour former des gisements.

Les hydrocarbures naturels sont toujours li€s aux roches sédimentaires, c'est le cas
de toutes les accumulations importantes. Les hydrocarbures se manifestent a la surface du
sol sous des formes variées, ce sont les indices superficiels source de huile ou de gaz: au
début d' histoire de la prospection pétrolicre, le choix des régions a prospecter, est imposé
en fonction de 1' existence d'indice de surface, c’est-a-dire de la présences, en
imprégnation dans les couches superficielles, ou mélés & l'eau des sources
d'hydrocarbures plus au moins altérés, dans certaines cas, des substances associés aux
hydrocarbures comme l'eau salie (Boumediene., 1983), & l’heure actuelle, le pétrole est
le principale sources d'énergie dans la plupart des pays du monde. I est plus raisonnable
d’utiliser le pétrole en tant que mati¢re premiére dans l'industrie chimique ou il donne
plastiques, caoutchoucs, fibres artificielles, agents tension actifs, engrais, pesticides et
méme des protides (Proskouriakov et Drabkine., 1985)

I-2/ Définition:

Les hydrocarbures sont des composés les plus simples de la chimie organique sont
formés a partir de deux éléments, 1’hydrogene et le carbone, leurs molécules représentent
en quelque sorte le squelette de molécules plus complexes dans les quelles des fonctions
chimiques constituent des centres de réactivit€¢ chimique et apportent des propriétés
particuliéres. Ils possédent en conséquence une formule brute de type C,Hy, (n, m /N), le
carbone et I’hydrogéne peuvent former des molécules saturées ou insaturées, linéaires ou
cycliques et parmi les molécules cycliques, certaines d'entre elles, grice a un type
particulier d'insaturation ont des propriétés qui les font classer a part (Lefebore., 1986).

I-3/ L'origine des hydrocarbures :

Il y a deux types des théories qui sont parlées a l'origine des hydrocarbures:
théories de l’origine minérale et théories de l'origine organique ; parmi les théories
prévoyant l'origine minérale des hydrocarbures citent: L'hypothése cosmique de
Sokolov (1892) qui place l'apparition des hydrocarbures pétroliers a partir de carbone et
d'hydrogéne a I’époque de la formation de terre et des autres planétes du systeéme solaire.
Lorsque la terre se consolidait, les hydrocarbures préalablement formés auraient été
engloutis par le magma et une fois le magma refroidi, auraient pénétré par des fissures et
fractures dans les roches sédimentaires de 1’écorce terrestre (Proskouriakov et Drabkine.,
1985).






Chapitrel Les hydrocarbures

c/ Les cyclines: De formule générale C,Hj,4, le cycle ou' n supérieure ou égale 8, leur
molécule comporte une triple liaison (Ouahes., 1988).

I-4-3/ Les hydrocarbures aromatiques :

IIs sont des composés contenant au moins un noyau benzénique dans la molécule,

il ya3types:

a/ Les hydrocarbures aromatiques mononucléaires: Sont présentes essentiellement
dans la coupe naphta et dans celles ayant le point d'ébullition supérieure & 190°
(Boumediene., 1983).

b/ Les hydrocarbures aromatiques bi nucléaires: Sont présentés dans les distillats
moyens. (Boumediene., 1983)

¢/ Les hydrocarbures aromatiques polynucléaires: Sont présentés dans les fractions
lourdes (Boumediene., 1983).

I-5/ Formation microbienne des hydrocarbures:

Les micro-organismes sont anciens puisqu'ils furent sans aucun doute les premiers
colonisation de notre planéte, ils existaient depuis plusieurs milliards d'années sans
concurrence cette existence des micro-organismes jouait un impact important dans la
formation des hydrocarbures (pétrole, gaz naturel, huile...... ) par la décomposition des
organismes morts soit végétale ou animale, Exp: Le gaz naturel peut €tre produit par
action des bactéries sur les substances organiques présentes dans les sédiments, cette
fermentation bactérienne peut expliquer sans doute 20% des réserves de gaz naturel, on
parle alors de gaz bactérien ou de gaz sec ou encore de gaz biogénique (Allinger et al.,
1985). Le pétrole tire sans origine des restes organiques, essentiellement d'organismes
végétaux et animaux peuplant l'eau (plancton) ou le fond des mers (benthos), il est
probable que les bactéries jouent un grand rdle dans 1’accumulation des sédiments de

fond par la décomposition des ces organismes morts (Proskouriakov et Drabkine., 1985).
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I-5-1/ Réduction bactérienne des lipides en hydrocarbures :
Sachant que la réduction des lipides en hydrocarbures par les bactéries anaérobies
qui possédent des lipases bactériennes. Ces bactéries son diviser en deux groupes :

1-des bactéries lipolytiques libérant 1’acide gras ;

2-des bactéries réduisant ’acide gras en hydrocarbures.

I-5-2/ Les lipases bactériennes et la thése de German :

Les lipides, esters de glycérol et d’acides gras a PM élevé, sont hydrolysés par les
bactéries lipidolytiques gréce au systeme lipase, exo ou endoenzymes catalysant la

réaction :

Lipase

Lipide + 3H,0 ________, acide gras + glycérol

Les acides gras sont ensuite réduits par un systéme réductase suivant ;

Réductase

R-COOH +3H, R-CH; + 2H,0

A\ 4

Si R est adéquat, les carbures d’hydrogeénes de formule générale R -CH; peuvent étre du
type des pétroles (Prévot., 1977).

Ainsi toute bactérie anaérobie équipée d’hydrolyse spécifique, du groupe des
estérases, et du sous-groupe des lipases est capable de réduire 1’acide gras R-COOH d’un

lipide en pétrole (Prévot., 1977).

*La formation bactérienne des pétroles :

Nous n’envisagerons que la formation des pétroles a partir d’une seule source : les
lipides.
Nous avons esquissé le mécanisme schématique au Congres du Bruxelles en 1949 qui se

fait en 4étapes :
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lére

étape : Lipidolyse
C’est I’ceuvre des lipases bactériennes, et avant tout celles des anaérobies réducteurs ou

non des sulfates.

CH,-(CH,) ,-COO—— CH,
CH;-(CH,) -COO-CH +3H,0______, 3CH;-(CH,) ,-COOH +glycérol

CH;~(CHy) .- COO— CH,

Cette action enzymatique peut conduire entre autres a I’acide caprique dont Zobell
et ses collaborateurs ont montré expérimentalement qu’il peut servir a la synthése des
constituants des pétroles (Prévot., 1977).

28™étape : Réduction des acides gras en hydrocarbures
L’hydrogéne nécessaire aux réductions peut provenir par exemple des galactanes

des algues ou d’autres glucides donateurs végétaux ou animaux, métabolisés par les

déshydrogénases bactériennes.

CH 3(CH,)-COOH +3H,————— CH;-(CH;) ,-CH3 +2H, O (Ou n peut étre 12, 14 ou
16)

Les hydrocarbures ol nn supérieur a 16 : se produisent par polymérisation.
En fin les hydrocarbures non saturés sont hydrogénés par certains anaérobies suivant

’équation :

RHC=CHR' +H, ————— RCH,=CH, R' (Prévot., 1977).
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3tme étape : Evolution des hydrocarbures a2 PM élevé en hydrocarbures a2 PM plus

faible

Par le jeu des oxydations on obtient des remaniements du type suivant :

CH3 - (CHz) n —CH3 +30 _— CH3 — (CHz) n-1 —-CH3 +C02 +H20

4°™ étape: La migration

Par action de surface du CO, les huiles de pétroles deviennent moins visqueuses et
coulent de la roche —magasin vers les poches.

Il peut se produire aussi des remaniements des constituants tels ceux que Zobell a mis en
évidence :

CH,4 +CO, +3H, =C, H¢ +2H,0

CH¢ +CO, +3H, =C; Hg +2H,0

C; Hy +CO, +3H, =C4 Hyp + 2H0

C4 Hyp + CO, +3H, =C;5 Hyp + 2H,0 (Prévot., 1977).

I-6/ L'utilisation des hydrocarbures:

Les hydrocarbures et leurs dérives sont utilisées dans la fabrication des plusieurs
produits telle que: ‘

Les médicaments et produits pharmaceutiques comme:
Les produits (Cycliques/ben zoides), comprennent entre autre 1'aspirine, les sulfamides.

Les produits (Alicycliques et hétérocycliques), comprennent les antibiotiques, Les
vitamines et les hormones.

Les produits (Acycliques), comprennent le chlorure de choline, I'acide ascorbique et les
aminoacides.

Les additifs alimentaires qui sont classées de la fagon suivants: Emulsifiants (Mono et
di glycéride), acidulants (Acide citrique et phosphorique), stabilisants et épaississants
(agar-agar, silicate de calcium), levains, les additifs de conservation et antioxydants, les
édulcorants (Saccharine).

Les détergents synthétiques : ABS (Alkyl benzene sulfonét).

7
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Les plastiques, résines, caoutchoucs et les fibres: ces polymeéres synthétiques
consomment plus du quart des produits chimiques industriels (Allinger et al., 1985).

Les dérivés des hydrocarbures (hydrocarbures aromatiques) et particuliérement les
composé€s chlorés, sont largement utilisés comme pesticides, pour la synthése des isolants
(Staley et al., 2004).

Les combustibles des hydrocarbures sont formés une source d'énergie thermique et le
carburant, grace a l'invention du moteur a combustion interne, donc 1'énergie mécanique
(Thabat., 1989).

Les hydrocarbures sont utilisés comme mati¢res premi¢res par d'autre industrie
transformatrice. Lorsque les microorganismes sont cultivés sur substrat d'hydrocarbure
(comme source de carbone), ces micro-organismes synthétisent une grande variété des
produits chimiques, Exp.: biosurfactants (MakKkar ef al., 2000).
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Chapitre II = Le Sol

II-1/ Introduction :

Le développement de ’activité économique a conduit, notamment au cours des
cinquante derniéres années, & des pollutions de plus en plus nombreuses des sols et des
nappes aquiféres. Le probléme est d’importance puisque c’est en particulier la qualité des
ressources en eau qui est en jeu.

Parmi les pollutions, les hydrocarbures, du fait leur utilisation trés massive occupe
inévitablement une place importante. Les pollutions des sols évaluées en termes de
risques pour 1’environnement posent des questions relatives notamment au devenir des
polluants et aux possibilités d’action de restauration, a I’action de la microbiologie qui est
occupée une place essentielle dans ces processus (Pompidou., 1999).

II-2/ Les sols pollués :
I1-2-1/ Mécanisme d’évolution d’une pollution :

Les sols constituent un milieu hétérogéne formé de graviers, sable, limons, argiles
et matiéres organiques. Les problémes rencontrées dans la prédiction du transport et du
devenir des contaminants sont essentiellement reliés aux hétérogénéités du milieu ainsi
qu’a la diversité des phénomenes biotiques et abiotiques susceptibles d’intervenir et aux
interactions entre les différentes phases, solide, liquide (aqueuse et/ou organique) et
gazeuses.

Lorsqu’un polluant arrive dans le sol, une partie va sous I’effet de la gravité,
migrer verticalement a travers la zone insaturée d’un sol (zone située entre la surface du
sol et la nappe phréatique dans laquelle une partie seulement des pores est remplie d’eau)
pour atteindre la zone saturée (zone ou 1’ensemble des pores sont rempli d’eau et ol les
écoulements, horizontaux sont prépondérants). Les produits plus légers que I’eau, par
exemple les hydrocarbures, s’ils sont en quantité suffisamment importante, vont flotter a
la surface de la nappe, avec des lentilles de polluant pouvant se trouver piégées dans la
zone saturée lors des battements verticaux de la nappe (Pompidou., 1999).

I11I-2-2/ Structure du sol :
a- Définition :

Le sol est la partie supérieure de la lithosphére, ou la vie est particuliérement
active (Bliefert et Perraud., 2004). C’est un milieu vivant et dynamique, d’un
compartiment original du globe terrestre. Le sol résulte de I’altération du remaniement et
de I’organisation des couches superficielles des continents sous I’action des organismes
vivants: de biosphére, de I’hydrosphére, de ’atmosphére et des échanges de maticres et
d’énergie qui s’y manifeste.

D’un point de vue fonctionnel, le sol peut &tre défini comme un syst€me
dynamique complexe quadridimensionnel qui comprend cinq types de constituants
principaux : matiére minéral, matiére organique, solution, gaz, organismes vivants qui

9



Chapitre I1 Le Sol

principaux : matiére minéral, matiére organique, solution, gaz, organismes vivants qui
interagissent entre eux. (Bertchelin e al, 2005). Les constituants du sol interagissent
pour lui conférer ses propriétés. Leurs proportions, leur variabilité spatio-temporelle, la
vitesse des flux qui les relient, influent sur le fonctionnement du systéme. Ces
constituants ~ présenté par des propriétés essentielles d’ordre physique ou physico-
chimique comme la texture qui est une propriété stable, ne variant qu’en fonction de
I’évolution a long terme du sol, pour laquelle elle est un bon indicateur pour la pollution ;
et la structure qui est un état du sol variant a court terme (selon les saisons), elle dépend
directement de la texture mais aussi de 1’état des colloides (dispersion ; floculation de ces
constituants). (Gobat et al., SD).

I1-2-3/ La microbiologie du sol :
Les organismes du sol appartiennent d’une part a deux groupes principaux connus :
%+ Les protistes inférieurs : qui sont des microorganismes procaryotes ne possédent

pas un vrai noyau et généralement se sont : les bactéries, Actinomycétes, algues
vertes bleu (cyanophycées) (Bousseboua., 2005).

% les protistes supérieurs : qui sont les microorganismes eucaryotes possédent un
vrai noyau : les algues, protozoaires, champignons (Bousseboua., 2005).

Ces deux types d’organismes participent d’une maniére ou d’une autre a la
formation et a I’évolution du sol, en particulier de sa fraction organique. Leur nombre et
biomasse dans le sol dépassent souvent I’imagination :

Tableau 1 : Abondance des organismes vivants du sol. Ces évaluations concernent
I’ensemble des continents (diverses sources) (Gobat et al., SD ).

Organismes Nombre approximatif Biomasse moyenne
Par g de sol | Par m” En Kg/ha | En%(sans les
sec prof.20cm racines)
Bactéries 10°a 10’ 10Ma10™ 1500 25
Champignons | n.d. n.d. 3500 59
Algues 1000 210> [ 10° a10’ 10 2 1000 Traces
Protozoaires 10* a2 10° 10° a 10" 250 4
Faune du sol|{0,1 a 1000|10 a 5.10°| 1 a 5000 selon | 12
(sans selon les | selon les | les groupes
protozoaires) groupes groupes
Racines n.d. n.d. 6000 —
Total n.d. n.d. Env.12000 100

10



Chapitre 11 Le Sol

I1-2-3-1/ Microflore du sol :

Parmi ces organismes les bactéries et les champignons par leur trés grande
diversité populationnelle et fonctionnelle et leurs propriétés physico-chimiques comme :
charge du surface (Bertchelin ef al., 2005).

% Les champignons :

Se sont des microorganismes eucaryotes multi ou uni cellulaire comme la levure,
la forme la plus répondue est la forme filamenteux uni ou multi cellulaire, il existe un
thalle mycélienne formée de tubes plus ou moins ramifiés : hyphes (Guiraud., 1998).

Dans le sol, les champignons se développent en présence d’autres composés
organiques pour les minéraliser : les saprophytes et d’autres peuvent se développer en
présence des étres vivants qui sont: les parasites. Ces champignons forment une
relation symbiotique avec les algues pour donner les lichens (Bousseboua., 2005).

Les propriétés les plus importantes des champignons se développent dans des
conditions extrémes du milieu, pH bas, I’humidité décroissante ou vivent les moisissures
(Bertchelin ez al., 2005).

+* Les bactéries :

Se sont des microorganismes procaryotes uni cellulaires vivant dans le sol, la
dimension d’une cellule bactérienne varie de 0,1 a une dizaine pm de diamétre et 0,5 a 1
um de long (Guiraud., 1998).

Les effets de la microflore sur les caractéres physico-chimiques du sol sont surtout li€s
aux fonctions bactériennes donc les bactéries jouent un role essentiel dans la formation
et I’évolution du sol (Gobat et al., SD).

I1-2-3-2/ Les autres organismes :

> Les algues : ce groupe d’organisme est proche des végétaux qui est caractérisé par
le phénoméne photosynthétique : autotrophe ; avec la présence de chloroplaste
(Guiraud., 1998). Les algues du sol incluent des espéces coccoides et des espéces
filamenteuses. Les groupes les plus courants sont des Chlorophyceae et certains
diatomés, particulierement présents dans les milieux humides (Bousseboua.,
2005).

> Les protozoaires : comme les champignons, ils sont caractérisées par la mobilité
et non photosynthétique sauf Euglena (Guiraud., 1998). Les protozoaires isoles
des sols sont variés et se développent dans les zones superficielles humides. Au
niveau des films d’eau entourant les particules (Bousseboua., 2003).
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Chapitre IT Le Sol
I1-3/ Isolement et dénombrement de la microflore du sol dans le cas les bactéries :

Dans leur environnement naturel, pratiquement, tous les microorganismes
coexistent avec une multitude d’autres espéces. Un gramme de sol fertile contient
entre10’ et 10° bactéries et de nombreuses espéces. Les méthodes d’enrichissement
aboutissent généralement a I’obtention d’un mélange d’espéce. Il est donc nécessaire
d’utiliser des techniques qui permettent d’isoler individuellement une espéce de ce
mélange de 1’échantillon qui se prépare a partir de 1 g du sol contaminé par les
hydrocarbures dans 100 ml d’eau : solution mére dont on fait les dilutions.

L’isolement des bactéries est réalisé par une procédure d’étalement sur boite qui
se fait de la maniéres suivante : un faible volume (généralement 0,1ml) d’échantillon est
déposé a la surface d’un milieu gélosé stérile en boite de pétri, I’échantillon est alors étalé
sur la surface au moyen d’un riteau puis on incube les boites de pétri & 30°C pendant
une période de 24 a 48h jusqu'a I’obtention des souches pures (Staley ef al., 2004).

a- Méthode utilisée pour la détection de la production du biosurfactants :

v' Test d’émulsification Red-oil 0 : Afin de vérifier que les souches pures choisi
sont capable de produire les biosulfactants, on fait le test suivante : On ensemence
chaque souche dans un tube a essai contenant du milieu liquide M (bouillon de
fermentation) puis on incube & 30°C pendant une durée de 24 a 48h, apres
I’incubation et en cas de trouble on ajoute le réactif Red-0il0 puis on fait
I’agitation sur le vortex pendant 03 min. On fait la lecture aprés une heure a I’ceil
nu, on observe la formation de 1’émulsion et sa condensation dans 1’émulsification
du kéroséne.

(+) indique un test faible ;

(++)  indique un test moyen ;

(+++) indique un test fort ;

(++++) indique un test trés fort.

(-) indique un test négative c’est-a-dire pas de production de biosurfactants par la
souche bactérienne.

v' L’indice d’émulsification :
On ensemence chaque souche dans un tube a essai contenant le milieu de culture
liquide et I’incuber & 30°C pendant 24h aprés I’incubation on ajoute quelque ml
de kéroséne stérile, en suite on agite le mélange pendant 2min puis on incube les
tubes 22h a4 30°C aprés I’incubation on mesure E24 selon 1’équation suivante :

E24= La hauteur de I’émulsion x 100
La hauteur totale
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Remarque :

o Reéactif Red-oil 0 : préparé a partir de 250 ml de kéroséne additionne de
quelque mg de poudre Red-oil 0 qui donne la couleur rouge au réactif
(Goldenberg., 1998).

Les processus microbiologiques mettant en ouvrent les microorganismes du sol
adaptés aux types de polluants présents dans le milieu poreux, peuvent aller jusqu'a
I’élimination  progressive et Total de la pollution par minéralisation.
IIs peuvent étre aussi a ’origine de la dissolution de composés polaires synthétisés lors
de réaction biochimique d’oxydation partielle des contaminants, et plus rarement de
Pentrainement dans la phase aqueuse des polluants sous forme émulsifiée grice aux
biosurfactants fabriqués par les microorganismes.
La dissolution continue des polluants dans la phase aqueuse constituée une source
permanente de pollution de I’aquifére (Pompidou., 1999).

Le devenir des contaminants dissous est conditionné par les processus
biochimiques avec les microorganismes fixés sur la matrice solide du sol ou en
suspension dans la phase aqueuse. Dans la zone saturée, ou les flux d’eau de la nappe
sont déterminées par la porosité et la conductivité hydraulique du milieu poreux, et par
les gradins hydrauliques générés par la recharge et les échanges de la nappe, le
mouvement de P’eau représente le principale moyen de transport des polluants
(Pompidou., 1999).

I1-4/ La microbiologie de la dégradation des polluants :
I1-4-1/ La dégradation des hydrocarbures saturés :

La biodégradation des hydrocarbures saturés est essentiellement un processus
aérobie réalisé par des bactéries. Les capacités des microorganismes eucaryotes plus
restreintes seront mentionnées pour les classes d’hydrocarbures concernées.

» Les alcanes courts C,-C4 sont dégrades par des bactéries appartenant aux genres
Mycobacterium et Nocardia, et par certains champignons : Graphium sp.

» Les alcanes & chaines moyen Cs-C)osont utilisés notamment par des bactéries du
genre Pseudomonas : Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas putida (P.
oleovorans).

» Les alcanes a longue chalnes C;o-Cyp sont trés utilisés par les microorganismes,
plus- rapidement que les alcanes moyens (Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia : CMN) notamment au genre Rhodococcus, Pseudomonas, Alcaligenes
(Bouchez et al., 1999), mais aussi a des levures : Condida pour la production de
protéine uni cellulaire sur hydrocarbures développés dans les années soixante
utilisaient des levures Condida tropicalis cultivés sur n- alcanes (Cy5-Cyy).
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= Les alcanes a trés longue chaine supérieure a Cy sont également dégradés par les
microorganismes mais 1’utilisation de ces substrats solides a température ambiante
a ¢€té moins étudiée. La dégradation des n- alcanes beaucoup mieux connue que
celle des autres classes d’hydrocarbures saturés (Pompidou., 1999).

11-4-2/ La dégradation des hydrocarbures aromatiques :
a/ La dégradation des hydrocarbures mono aromatique :

La dégradation des hydrocarbures mono aromatiques se fait par un processus
aérobie, notamment du benzéne, du toluéne, de I’éthylbenzéne, des ortho-meta et para-
xylénes (BTNX) constituants importants des essences (Smith.,1990). Elle essentiellement
le fait de bactéries Grams négatives Pseudomonas et Grams —positifs du groupe CMN
mais aussi par les champignons. L.’autre processus anaérobie la dégradation de composés
aromatique issus de I’attaque de la lignine (Acide vanillique, syringique, benzoique) est
connu de puis un certain temps mais celle des hydrocarbures a été plus récemment mise
en évidence (Holiger et Zehnder., 1996 ; Lovley., 1997).

b/ La dégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) :
La dégradation des HAPs essentiellement réalisée par les bactéries aérobies et
anaérobies qu’est inférieur a été occasionnellement citée. Cette dégradation dans son

ensemble est un sujet sur le quel les connaissances sont récentes (Bouchez ef al., 1996).

Au contraire les champignons ne sont pas capables, tant s’en faut d’une
dégradation des HAP; aussi poussée que les bactéries.

Habituellement les HAPg ne sont pas minéralisés mais convertis dérives polaires
par oxygénation (Pompidou., 1998).
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Chapitre IIT Les Biosurfactants

II1-1/ Introduction :

Les microbiologistes ont exploités des microorganismes pour la dégradation des
hydrocarbures, et les utiliser comme source de carbone de ce fait, ils ont trouvés une
technique biologique qui est dans 1’élimination de la pollution pétroliére : I’usage des
biosurfactants d’origine microbienne.

Dans le domaine de biosurfactants, les recherches sont élargi en raison de leur
utilisation potentielle dans différents domaines tels que: I’industrie  alimentaire,
I’agriculture, I’industrie pharmaceutique, traitement des déchets de pollution des eaux et
des sols contaminés par les hydrocarbures (Kosaric et al.,1987).

I11-2/ Définition des biosurfactants :

Les biosurfactants (tension actifs), sont des substances synthétisées par les cellules
vivantes, dans la majorité des cas par les microorganismes (bactéries, levures,
champignons), soit sur leurs surfaces ou libérées a I’extérieur (extracellulaire), la
structure moléculaire des surfactants est définie comme suite : un surfactant posséde deux
pbles hydrophile et hydrophobe sur la méme molécule (Fiechter., 1992). Les
biosurfactants ont plusieurs propriétés et caractéres moléculaires telle que : la réduction
de la tension de surface, la stabilisation des émulsions, et la promotion de la formation de
masse (Banat., 1995., Makkar ef al., 2000) et aussi leurs natures mixtes (¢’est-a-dire, ils
posseédent deux podles hydrophobe/hydrophile), donc ils sont capables de former les
micelles et les micelles renversés ou bien associées pour former des micelles en forme
ronde, en double couches ou des vésicules «figure -1-», (Fiechter., 1992), en plus de
cette propriétés les biosurfactants sont accumulés sur les interfaces, et au milieu entre
deux phases de polarité différente tel que : huile/eau, air/eau, ou eau/solide agit comme
des agents de mouillement sur les surfaces solides (Zhou et Klekner., 1991), et sont
généralement non toxiques et biodégradables (Makker et al., 2000 ;Marchant., 2002).

Les biosufactants peuvent avoir des structures suivantes: acide mycolique,

glycolipide, complexes polysaccharide lipide, lipoprotéine ou lipopeptide, phospholipide
(Fiechter., 1992).
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(a) : surfactant monomere,
démontré par un cercle
représentant la téte
hydrophilique attaché a un
pdle de nature
hydeocarbonique.

(b) : micelle circulaire.

(c) :micelle renversées.

(d) : micelle en double couches.

(e) :représentation en vésicules.

Figure -1- : la structure d’un surfactant (Fiechter., 1992).

II1-2-1/ Le processus d’action des biosurfactants :

Ce processus dynamique est basé sur la capacité de surfactant pour réduire la
tension superficielle par gouvernement de I’arrangement des molécules liquides ainsi
influence la formation des liaisons hydrogene et les interactions hydrophobe hydrophile
(Zhou et Klekner., 1991).

II1-2-2/ L’indice d’efficacité des biosurfactants :

La valeur élevée de la tension superficielle minimum et le besoin de la
Concentration Critique de Micelles (CCM), sont les paramétres utilisés pour mesurer
I’efficacité d’un surfactant (la concentration critique de micelle et en effet la solubilité
d’un surfactant dans une phase aqueuse) (Zhou et Klekner., 1991).

II1-3/ Classification des biosurfactants :
Les biosurfactants peuvent étre classés en trois principaux groupes, basés sur leurs
structure chimique qui forme la base de leur carcasse : tandis que le pdle hydrophobe est

constitué d’une chaine d’hydrocarbure d’acide gras, le pole hydrophile peut constitues
d’une fonction ester ou alcool de lipides neutres, ou le groupe carboxylique d’acide gras
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ou d’acide amine ou phosphate contient des portions de phospholipides, ou la partie
carboxylique de glycolipides.

II1-3-1/ Les biosurfactants glycolipidiques :

Ce groupe inclus le sophorose-rhamnose-trihalose-sucrose et fructose-lipide.
Il produit par plusieurs espéces tels que : Torulopsis, Pseudomonas, Artherobacter et
aussi manosyl erythritol lipides par les espéces : Candida et Shizorella.

La majorit¢ des biosurfactants de ce groupe sont des rhamnolipides produit
par Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fluorescens qui constituent les moitiés
d’un ou deux sucres liées & la moiti¢ d’un ou deux acides caprilliques par la voie de
linkage glycosidique (figure -2-) (Fiechter., 1992).
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Figure -2- : Quatre formes différentes des rhamnolipides (RLs) synthétiser par
Pseudomonas aeruginosa DSM2659 (Fiechter., 1992).

ITI-3-2/ Les biosurfactants lipidiques qui contiennent les acides aminés :

Ce groupe inclus le biosurfactants le plus connu aujourd’hui, Le surfactin dit SO
produit par Bacillus subtilis (Syldatk et Wagner., 1987). Le surfactin est composé d’une
structure cyclique de 7 acides aminés :(glu-leu-leu-val-asp-leu-leu) couplé a une
molécule d’acide tétradécanoique-3-hydroxy-13-méthyle (Harthner et al., 1999). Un
biosurfactant similaire est produit par Bacillus licheniformis, avec un p6le lipophilique
d’acide gras liée avec le pdle hydrophilique de structure peptidique par la voie le Lactone
linkage (figure -3-) (Fiechter., 1992).
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R;.4(CH,)g-CH-CH,-CO-Glu-Leu-Leu-Val

O lle_Teu sp.

R=(CH;), -CH-

R2 = CH3 —CHZ —CHz-

R3 = (CH3)2 —CH-CH2

R4 = CH3 —CHZ —-CH (CH3)-

Figure -3- : La structure du lipopeptide (composé de surface active)
Produit par Bacillus licheniformis (Fiechter., 1992).

Les biosurfactants de ce groupe sont connus par leurs activités antibiotiques avec les
autres propriétés de surfactin qui sont peu important (Horowitz et Currie., 1990).

Autres exemples de biosurfactants de ce groupe inclue les lipides qui
contiennent 1’athinine-taurine (Cerilipin) de Gluconobacter cerinus.

I1I-3-3/Les biosurfactants qui contiennent les complexes polysaccharides-
lipides :

Les biosurfactants de ce 3°™ contiennent les complexes polysaccharides lipides
de Candida tropicalis et Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, ce dernier microorganisme
est la source de production d’émulsifiant qui est un bioémulsifiant polyanionic
lipohétéropolysaccharide extra cellulaire. La majorité des polysaccharides sont localisés a
Pextérieur de la membrane de la bactérie Gram négatif. Libére des surfactants a activité
remarquable. La biosynthése des complexes polysaccharides—lipides est provoquée par la
croissance des levures sur les hydrocarbures, et plus tard 1’augmentation du taux
d’utilisation du substrat est la preuve indirecte de l’activit¢ du complexe surfactant
(Fiechter., 1992).

I11-3-4/ Protéine comme substances :

Finalement, il y’a un grand nombre de protéines, comme substance avec I’activité
de biosurfactant, qu’on peut les classer comme un 4™ groupe de biosurfactants. Une
protéine de 70KD appelée serraphobien isolée a partir de cellule de surface et de cultures
surnaturelle de Serraphobin marcescents, est capable de former des gouttelettes a partir
d’hexadécane. Chez la levure Torulopsis petrophilum, un surfactant glycolipidique et une
émulsifiante protéine capable de stabiliser les émulsions eau/huile ont été identifiés.
Candida lipolytica produit un liposan qui un complexe (protéine comme substance) de
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27,6KD est composée de 83 % de carbohydrate qui est capable de stabiliser les émulsions
eau/huile. Des complexes semblables (protéine- carbohydrate) qui sont connus des
émulsifiants sont trouvés chez Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas aeruginosa
(Fiechter., 1992).

III-4/ Les propriétés des biosurfactants :
Les biosurfactants possédent plusieurs propriétés, tel que :

v" Le surfactant est le produit de la fermentation bactérienne, il est excrété dans le
milieu de fermentation, ce produit est extrait et purifié a partir du milieu de
fermentation «le moit» ;

v" Le produit final est solide, blanc, pure, plus de 98% est appelé « Bioémulsifiant »
(Banerjee., 1992).

v' Les biosurfactants peuvent remplacés les surfactants chimiques dans Ia
remédiation du sol contaminé par les composés hydrophobiques, pour plusieurs
raisons :

» [Is sont biodégradables et moins toxiques que les surfactants synthétiques
(Vandyke., 1992).

» Expérimentalement, le bouillon de culture et non toxique lorsqu il est
ingéré par les rats.

v Le Bioémulsifiant ne produit pas une réaction allergique lorsqu’il est testé sur la
peau de lapin ;

v En plus, plusieurs surfactants sont doués des caractéristiques thermiques plus
stables, par exemples : les lipopeptide de Bacillus licheniformis sont stables & une
température supérieure a8 75°C pendant 140 heure (Georgiou., 1992), et
l’autoclavage pendant lheure a 121°C ne diminue pas leur activité émulsifiante
(Benerjee., 1992).

v" Les surfactants sont actives a des pH compris entre 5,5 et 12, mais ils perdent
progressivement leurs activités dans des conditions plus acides (Georgiou., 1992).

v' 1l est intéressant de noter que le Bioémulsifiant a plus d’action sur ’eau salé
(contient 10 % de chlorure de sodium, 2,8 % de chlorure de calcium, 1 % de
chlorure de magnésium), que dans I’eau distillé (Benerjee., 1991).

v" Les propriétés interfaciales des surfactants dépendent de la composition ionique de
la phase aqueuse ;
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v Les concentrations élevées en NaCl inactivent les glycolipides de Torulopsis
apicola, d’autre coté la tension interfaciale du bouillon de fermentation de
Bacillus licheniformis JF2 diminue en présence de 10% NaCl mais elle n’est pas
affectée par la présence de sel de calcium. Tandis que microorganisme croit et
produit les surfactant dans des conditions d’aérobioses ou d’anaérobioses en
présence d’une concentration en NaCl supérieure a 8 % (Georgiou., 1992).
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Tableau -2-

Structures, propriétés interfaciales et les niveaux de production des biosurfactants typiques (Georgiou., 1992)

Biosurfactant Microorganisme Source de T.S. T.L CcMC Concentrati
carbone (mN/m) | (mN/m) on dansle
milieu/Y
Glycolipides
Glycolipides Rodococcus aurantiacus n-alcanes 26 0,35 Na 400XCMC
Glycolipides Rhodococcus sp. Souche Hexadecane na 0,02° 1,5 g/l 660mg/1
HI134
Glycolipides Torulopsis apicola alcane/carbohydrat 30 <0,9° na 4,1XCMC
Penta saccharide lipide | Nocardia e 26 <1 25 mg/l 2,9¢/1
Rhamnolipide corynebacteroides n-alcanes 29 ouwm Na 2,5¢g/1
Rubiwettins Pseudomonas aeroginosa glucose 25.5-25.8 na 10 mg/1 na
Sophorolipides Serratia rubidaea glycérol 33 1,8 na 38-77g/l
Trehalose-mono, Torulopsis bombicola glucose/acide 32-36 14-17 4 mg/l 0,25-3,2g /1
dicorynomycolates- Nocardia corybacteroides oléique
Lipopeptides/Amino- Rhodococcus erythropolis n-alcane .
lipides 27 1,016 0,02 mg/l | 01-07mg/l
Lipopeptides Bacillus licheniformisJF2 glucose 27 0,36 10 mg/l 20mg/1
Lipopeptides Bacillus licheniformis86 glucose 26.5 na 150 mg/l na
Viscosin Pseudomonas fluorescens glycérol 28.8-33.9 na na na
Serrawettin Serratia marcescens glycérol 27-32 1 23-160 | 60-240xCMC
Surfacin Bacillus subtilis glucose )

. .. <30 2 150 mg/l 150mg/1
WM—.MM&W-.»QHG 1des Kéroséne/alcane 32 <3 na 160xCMC
Acide gras Corynebacterium lepus Hexadecane
Acid inid i Nocardia erythropolis 27 na <10 mg/l | 210xCMC

cide gras+lipides neutres

Saccharose

>:nw.m S Pseudomonas fluorescens
Protéine carbohydrate 378
complexe
wrﬁwm@gﬁaﬁoﬁgg- Rhodococcus erythropolis <10 30mg/l | na
amines Corynebacterium n-alcane 30 S5 na 25xCMC
na insidiosum hexadecane 28.5

a : Tension interfaciale mesuré hexadécane, b : Tension interfaciale décane, ¢ : Tension interfaciale

Kéroséne, * : pas de valeur
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Concernant les levures, on trouve que I’espéce Candida lipolytica produit un
émulsifiant extracellulaire appelé : liposon au cours de sa croissance sur une substance
carboné non miscible a 1’eau. Une autre espéce Candida tropicalis produit un
émulsifiant lorsque elle a poussée sur I’hydrocarbure. On trouve aussi, T orulopsis
bombicola produit un émulsifiant qui est le sophorolipide avec un rendement maximale
de 70 g/l (Vandyke., 1992).

II1-7/ Biosynthése des biosurfactants:

Vu la diversité des biosurfactants leur formation implique plusieurs voies de
synthése, elles sont classées selon le domaine hydrophobique, hydrophilique ou les 2 a la
fois. Les deux domaines sont élaborés de nouveau mais ils peuvent étre formés par
modification de la source du carbone (Georgiou., 1992).

L’exemple le plus frappant c’est celui sur des expériences faites sur Arthrobacter,
ont montré le surfactant trihalose-lipide est remplacé par le saccharose-lipide lorsque
cette bactérie pousse sur un milieu contenant le saccharose comme source de carbone
(Fiechter., 1992).

Par contre chez Rhodococcus erythropolis, la synthése du trihalose-lipide n’est pas
affectée, car la fraction osidique n’a pas échangé en changeant la source de carbone, alors
que la fraction lipidique dépend de la longueur de 1’alcane utilisé (Georgiou., 1992).

Dans le cas de lipopeptide tels que le herbicoline A et le surfactin, la fraction
lipidique et peptidique sont formées a partir des carbohydrates, 1’addition d’acides
aminés ou des acides gras dans le milieu de culture n’affecte pas la structure. Les acides
gras du surfactant sont synthétisés selon le métabolisme lipidique (Georgiou., 1992).

Donc le domaine hydrophilique du biosurfactant représente une complexité de
mécanisme de synthése. Les surfactants de nature lipopeptidique ne sont pas synthétisés
de point de vue biogénétique par voie ribosomiale, mais par un systéme enzymatique
multifonctionnel, tels que dans la synthése du décapeptide du gramicidine ou
interviennent deux enzymes I’une catalyse I’activation du L-Phe-Ala et sa transformation
en configuration D, 1’autre catalyse 1’activation des 4 autres acides aminés. Le D-Phe-Ala
est transformé du systéme E;a E, pour donner le dipeptide D-Phe-Pro qui est transporté
aussi d’élongation (Larpent., 1995).

La gramicidine est produit par Bacillus brevis, un autre surfactant le surfactin
posséde une activité tension-active produit par B. subtilis dont il y a d’abord ’activation
d’acides aminés sous forme aminoacyl adenylate, I’intermédiaire activé s’attache a un
groupement SH de I’enzyme en constituant un aminoacyl thioester, ce premier acide
aminé activé réagit avec I’amine de second acide aminé 1ié a I’enzyme. Cette liaison est
établit grace a 1’énergie libérée par la capture de la liaison thioester. Le dipeptide ainsi
formé établit une autre liaison thioester avec I’enzyme, le transfeére du peptide est
catalysé par un cofacteur 4penthétéine. Et ainsi de suite jusqu’a la fin de la chaine.
(Larpent., 1995). En général la synthese de la fraction lipidique et hydrophilique dérive
du métabolisme primaire mais elle est reli€e a deux autres voies de dégradation celle des
hydrocarbures et carbohydrates (Glucides et produit d’origine pétrolier respectivement).
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Le biosurfactant a un réle physiologique lors de la croissance sur des
composés insolubles dans 1’eau par ’abaissement de la tension superficielle, il laisse le
substrat a la déposition de la bactérie par un contacte avec la micelle, c'est-a-dire avec
adhésion.

I11-8/ Les biosurfactants et les phénoménes de surface:

Avant d’aborder la discussion a propos de I’influence du biosurfactant sur la
tension superficielle on va expliquer brievement quelques phénomeénes de surface:

< Surface de solution:

Si on ajoute une substance a un liquide pur, on constate que la solution qui en
résulte & une tension superficielle différente de celle du liquide initial, si le soluté
s’accumule sur la surface du liquide est dite «surface-active». Donc c’est ’adsorption
positive. Mais si ’accumulation du solut€é est au fond de la solution on parle de
I’adsorption négative (Chitour., 1981).

++ Exigences physico-chimiques de la formation d’un film superficielle:

La solubilité dans ’eau d’un composé dépend d’un équilibre qui existe entre le
groupement hydrophobe et hydrophile de ce composé, la solubilité décroit quand la
chaine hydrocarboné du composé croit, elle devient nul sous I’effet d’un groupement
hydrophobe suffisamment prononcé, ainsi la substance a tendance de former une mince
pellicule appelé film, qui est en faite une adsorption particuli¢rement forte (Chitour.,
1981).

s L’émulsion :

L’émulsion c’est une dispersion d’un liquide dans un autre liquide et pour que les
deux liquides se mélangent, il faut que I’'un des deux contiennent un agent capillairement
actif, qui se concentre a la surface de séparation des deux phases et forme un film
interfacial, le film englobe les gouttelettes et les rend superficiellement solubles

(Chitour., 1981).

+ Détersion:

L’agent tension-actif s’attache sur la substance non soluble par le pdle hydrophobe
formant ainsi globule a une appelée micelle; facilitée le déplacement de la substance
insoluble, la micelle formée est hydrophobe ce qui facilite sa suspension dans la solution

(Chitour., 1981).
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¢ Notion de la tension superficielle:

Les molécules superficielles d’une surface condensée ne sont pas dans le méme
état thermodynamique que celle de I’intérieur du liquide, sont effet sous I’influence de
forces non équilibre cette attraction uniforme provoque une tension superficielle
(Chitour., 1981).

*» Notion de la tension interfaciale:

Lorsqu’on parle de la tension superficielle d’un liquide celui est supposé au
contacte de sa vapeur ou de I’air ce qui revient a dire que la surface libre d’un liquide et
I’air en réalité une interface liquide-air. On est ainsi conduit & généraliser cette notion et a
conduire les interfaces liquide-liquide, liquide-gaz, liquide-solide, gaz-solide (Chitour.,
1981).

*» Agent tension-actif:

On parle d’un agent tension-actif lorsque celui-ci est capable de diminuer la
tension superficielle, les expériences montrent que les corps les plus tension-actif qui
possédent le plus de groupements hydrophobes par leur hydrophobie a ’eau ont tendance
a flotter a la surface donc ils remplacent dans la couche superficielle un certain nombre
de molécules d’attraction plus faible donc abaissement de la TS (Chitour., 1981).

%+ Influence des biosurfactants sur la TS:

Vu la présence dans la méme molécule du biosurfactant un groupement hydrophile
et hydrophobe le biosurfactant peut s’insérer entre deux phases ayant des polarités
différentes tels que I’huile et ’eau en gouvernant I’arrangement des molécules du liquide
influencant la formation de liaisons d’hydrogenes cela provoque la diminution de la TS.
L’apport du biosurfactant nécessaire pour donner la plus basse TS est appelé
concentration micellaire critique (CMC) (Chitour., 1981).

La CMC maximale varie entre 1 et 200 mg/l, en résumé le biosurfactant augmente
la dispersion des composés organiques insolubles dans I’eau par deux fagons:

% soit cette dispersion est grande au-dessous de la CMC did aux
interactions hydrophobiques entre le surfactant et le composé lui-
méme (Zhang., 1992).

% soit-elle est importante au-dessus de la CMC qui est en relation avec
encapsulation du composé par la micelle du surfactant (Zhang., 1992).
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I11-9/ La fermentation et ’extraction des biosurfactants:

Comme plusieurs fermentations microbiennes, le but de la production des
biosurfactants c’est de maximiser la productivité (g /1 /h) d’augmenter le rendement des
biosurfactants a partir d’une source de carbone et d’atteindre des concentrations finales
élevées, en plus de ¢a c’est important de diminuer ’accumulation des autres produits
métaboliques qui peuvent intervenir ou influencer sur les propriétés physiques de I’agent
tension-actif (la surface active) ou bien sur son extraction « surfactant »(Georgiou.,1992).

Depuis que les biosurfactants sont constitués d’un groupe divers des composés
produits par une variété d’espéces microbiennes, il est difficile de suivre le procédé de
développement et d’un cas a un autre, les fermentations doivent étre optimisées
(Georgiou., 1992).

La plupart des biosurfactants sont libérés dans le milieu de culture pendant la
phase exponentielle mais certains d’entre eux peuvent étre aussi produits par les cellules
au repos ou bien par les biocatalyseurs immobilisés (Georgiou., 1992).

Dans certains cas le biosurfactant est produit pendant une partie du cycle de
croissance soit inactive, soit incorporé aux autres métabolites par exemple :
Corynobacterium, produit 2 différent composés de la surface active au cours de la
fermentation (Georgiou., 1992).

Les acides corynomycoliques de la surface active qui sont produits pendant 1’étape
premiére de la croissance sont incorporés rapidement aux lipopeptides qui sont constitués
des surfactants majeurs dans la phase finale de la fermentation (Georgiou., 1992).

Un modéle intéressant de la production de biosurfactants est illustré par le
changement dans la tension interfacialle du bouillon de fermentation du Bacillus
licheniformis J.F.2 qui pousse dans un milieu minimal (Georgiou., 1992).

L’accumulation de 1’agent actif atteint le maximum dans le milieu de la phase
exponentielle et par la suite diminuer rapidement, probablement parce qu’il est
transformer en métabolites qui n’a pas une activité sur la surface c’est-a-dire autres que
biosurfactant.

Le choix de la source de carbone joue un rdle important sur le rendement et la
structure des biosurfactants. I1 y a des microorganismes qui produisent les biosurfactants
seulement quand ils se développent sur les hydrocarbures et autres qui exigent des
substrats simples solubles dans I’eau comme les carbohydrates et les acides aminés
(Georgiou., 1992).

Il existe des bactéries comme Pseudomonas aeruginosa produisent les agents de la
surface active quand ils poussent au dépend des substrats solubles ou les substrats
insolubles dans ’eau et dans ce dernier cas la production est élevée par rapport au
premier. Souvent la longueur de la chaine des hydrocarbonés a un effet significatif sur la
concentration finale du produit dans le milieu de fermentation (Georgiou., 1992).
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D’autres composants du milieu de croissance peuvent avoir un effet sur la
production des biosurfactants par exemple : le rapport nitrogéne /source de carbone

(N /C) détermine le rendement des glycolipides par Pseudomonas, la production du
surfactin est augmentée en présence d’une concentration élevée en Fe et Mn dans le
milieu de croissance (Georgiou., 1992).

L’addition des antibiotiques comme la pénicilline ou le chloramphénicol peut
améliorer ou inhiber la production des biosurfactants. La synthése des glycolipides par
Torulopsis sp est affectée par la concentration de 1’extrait de levure. Dans certains cas le
rendement des biosurfactants peut €tre amélioré par 1’extraction continue de produit
désiré ou les autres métabolites inhibiteurs (Georgiou., 1992).

Finalement comme les autres fermentations la température de croissance, le pH et
le taux d’oxygeéne transféré exercent un effet important sur la concentration finale et la
productivité volumétrique des biosurfactants (Georgiou., 1992).

Par D’optimisation des conditions de fermentation Cooper a obtenu une
concentration de 70 g/l de sophorose lipides et 35 % le rendement du substrat carboné.
Ces les valeurs les plus élevées reportées jusqu’a pressent pour les fermentations des
biosurfactants (Georgiou., 1992).

La séparation des biosurfactants peut €tre effectuée dans quelques étapes simples
comme la précipitation, [’extraction organique ou la chromatographie d’adsorption. Les
composés insolubles dans I’eau comme les glycolipides produisent par T. bombicola,
peuvent étre séparés a partir du bouillon, comme les huiles lourdes, on suivant la
centrifugation;

Le surfactant et les biosurfactants chargés sont isolés par précipitation acide a
pH=2 (Georgiou., 1992).Le sulfate d’ammonium a été utilisé pour précipiter les
biosurfactants a partir du bouillon de fermentation;

L’extraction organique est utilisée avec la précipitation d’une fagon alternative. Un
coefficient de partition élevé dans la phase d’extraction est obtenu par une sélection
judicieuse d’un solvant organique et la régulation de la force ionique et le pH de la
solution aqueuse. La chromatographie d’adsorption sur la résine échangeuse d’ions,
carbone activée, Amberlite XAD-2, a étaient utilisée pour obtenir des produits a pureté
élevée. L ultrafiltration, aussi a été utilisée d’une fagon successive pour récupérer les
biosurfactants a partir du bouillon de fermentation (Georgiou., 1992).

Finalement, pour des raisons analytiques, une résolution de purification élevée est

obtenue par une combinaison entre une couche mince, un gel-filtration et la plus
importante, la chromatographie de la phase réversible (Georgiou., 1992).
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III-10/ Les domaines d’utilisation des biosurfactants:

Les propriétés fonctionnelles uniques des biosurfactants permettent leurs
utilisations et leurs remplacements éventuel, des produits chimiques synthéses de surface
dans un grand nombre d’opération industrielles, et parmi leurs caractéristiques effectives
on trouve : émulsification, phase de séparation, solubilisation inhibition de la corrosion et
réduction de la viscosité. Donc, il y a plusieurs domaines d’applications industrielles ot
les surfactants chimiques peuvent étre substitues par les biosurfactants dans différents
utilisables tels que: agriculture, industries des aliments et boissons, industrie des
détergents et produits de nettoyage, cuire, industrie des papiers et traitement des métaux,
produits cosmétiques, industrie pharmaceutique, et les industries pétroliéres et
pétrochimiques (Fiechter., 1992).

Un autre large marché ou les surfactants sont utilisés aussi a grand échelle ¢’est
I’émulsification et la polymérisation des peintures, I’enduisage des papiers et I’industrie
des enduits, Lyman a décrit d’autres utilisations de surfactants tels que : la fabrication des
textiles et des fibres, traitements des eaux, comme préservatives de bois, ainsi dans les
produits chimiques d’agriculture pour diluer et disperser les fertilisants et les pesticides,
et pour augmenter la pénétration des composés actifs dans les plantes (Vandyke., 1992).

Les avantages remarquables des biosurfactants incluent leur large spectre de
caractéristiques structurales et les propriétés physiques, leurs productions sur les
substances renouvelables, leurs capacités d’€tre modifiés et leurs biodégradabilités.

Tandis que, plusieurs surfactants chimiques causent des problémes
environnementaux dus a leur résistance a la biodégradation et leur toxicité lorsqu’ ils sont
accumulés dans les écosystémes naturels.

En1987, le seul biosurfactant industriel commercialisé dans le marché c’est
« Emulsan », qui est utilisé pour le nettoyage de vaisselles contaminées par I'huile.
L’Emulsan est aussi utilisé pour faciliter le transport des conduites (canalisation) du
pétrole brut lourd, grice & sa capacité de réduire la viscosité qui contribue a réduire les
colits du transport. Une autre application, a rendement €levé a été récemment décrit, ¢’est
I’utilisation des biosurfactants dans le nettoyage des tanks du pétrole par I’élimination de
la masse former au fond des tanks (Oberbremer ef al., 1989).

Un systéme modele pour la décontamination microbienne des sols a été¢ développé
et présenté par Oberbremer et Muller-Hurtig. La dégradation compléte du pétrole dans un
bioréacteur est réalisée par la population microbienne originale du sol (Fiechter., 1992).

La dégradation d’hydrocarbure dans le sol dépend essentiellement de la présence
des espéces de microorganismes capables de dégrader la composition des hydrocarbures,
de I’apport en oxygéne, ’eau, la température, le pH et les nutriments inorganiques. L’état
physiologique d’hydrocarbures peut affecter la biodégradation. Pour le traitement des
hydrocarbures contaminants les sols il y a des méthodes biologiques de croissances ["une

28



Chapitre 111 . Les Biosurfactants

de ces méthodes ¢’est le traitement des sols contaminés dans un bioréacteur dont lequel
se trouvent les conditions optimales pour rendre au maximum la dégradation microbienne
(Vandyke., 1992).

Une autre méthode utilisée pour éliminer les huiles contaminants les sols consiste
a ajouter des biosurfactants dans le sol afin d’augmenter la mobilité d’hydrocarbures. Les
biosurfactants peuvent étre utilisés pour augmenter la solubilisation de composés
organiques toxiques, en plus du fait qu’ils se trouvent dans I’industrie pétroliére (Van
dyke., 1992).

Berg et ses coll. ont décrit un agent émulsifiant produit par Pseudomonas
aeruginosa UG2 qui va augmenter la solubilité d’héxachlorophényl ajouté pour les sols
et comme résultat 31% de composés sont €limin€s et dans la phase aqueuse qui est
environ 3 fois plus élevé que celle solubilisé par lignisulfonate de sodium (9,3 %).
Lorsque le biosurfactant P. aeruginosa et lignisulfonate sont utilisés tous les deux, une
solubilisation élevée a été observée (41,5 %). L’augmentation de la solubilisation de
I’héxachlorobiphényl peut augmenter sa capacité¢ de dégrader les microorganismes (Van
dyke., 1992).

Environ 2 milliards de tonnes par an de pétrole sont produits et 0,08-0,4 % du total
de production vont éventuellement polluer les océans, le pétrole brut contient composés
mutagénes et cancérogénes et les composés inhibiteurs de croissance qui peuvent causer
plusieurs effets toxiques pour les organismes marins. Les microorganismes capables de
dégrader les hydrocarbures ont été isolés a partir d’'un environnement aquatique, ces
microorganismes possédent aussi I’activité d’émulsification. Cette double activité a été
observée chez les microorganismes des eaux douces et ceux des eaux marines (Van
dyke., 1992).

Malter et ses coll. Ont étudié la dégradation du pétrole brut dans un fermenteur et
ils ont utilisé un systéme de culture en continue par une culture mixte de bactéries isolées
a partir de 1’eau de mer, ils ont trouvé que les biosurfactants vont étre recyclés au cours
de leur production, et utiliser pour la pré-émulsification du milieu et les cellules vont étre
recyclés. Le taux de dégradation est augmenté de 0,24 a 1,06 g/L.h, et 80 % du pétrole
brut a été dégradé (Vandyke., 1992).

Les surfactants produits par les microorganismes du sol peuvent étre utiles pour un
environnement aquatique par exemple: chakrabarty a reporté qu’un émulsifiant (EM)
produit par Pseudomonas aeruginosa SB30 est capable de disperser rapidement le pétrole
en de fine gouttelettes, donc il peut étre utile pour 1’élimination du pétrole a partir des
tanks contaminées;

Les biosurfactants produits par les bactéries dégradent le pétrole peuvent étre
utiles pour le nettoyage des tanks de pétrole (Vandyke., 1992).
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D’autre utilisation de biosurfactants dans le domaine industriel:

1- En industrie alimentaire: Les composés de surface active sont utilisés comme des
émulsifiants dans les additifs alimentaires dans le cadre de processus de matériel de
bases. L’émulsifiant joue un role important dans la formation d’une consistance et une
texture convenable, ils sont utilisés aussi dans les viandes et les produits carnés ou ils
influencent sur les caractéristiques organoleptiques ;

2- Dans P’agriculture: Les composés de surface active favorisent une bonne distribution
des fertilisants dans le sol, et permet I’hydrophilisation des sols lourds ;

3- En industrie des produits cosmétiques: C’est un large domaine d’application ot les

composés de surface active sont trouvés dans les shampooings et plusieurs produits de la
protection de peau (Ainworth., 1990).
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Conclusion
Conclusion :

Les hydrocarbures sont des polluants organiques majoritaires des sols, liés a
I’utilisation massive de produits pétroliers depuis une cinquantaine d’année et a des
activités industrielles, souvent anciennes, utilisant des combustibles fossiles ou des
produits dérivés.

Les hydrocarbures sont issus de la combustion incompléte de matieres carbonées.
Emis dans I’environnement, les sols constituant leur principal point de fuite, faiblement
solubles dans I’eau et peu biodégradable, ceux sont des polluants rémanents souvent
associés a un caractére toxique et cancérigéne. Les techniques actuelles de dépollution
des sols reposent sur des moyens lourds, coliteux et présentant souvent des risques
environnementaux.

Au contraire, la biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes a été
conduit a P’élimination des hydrocarbures de I’environnement et donnant un produit
secondaire : biosurfactant. Ainsi I’utilisation de surfactant d’origine biologique présente
un potentiel intéressant, pour favoriser la remobilisation et participe dans plusieurs
domaines tel que : I’agriculture, industrie alimentaire, les produits cosmétiques, et mai
aussi en industrie pharmaceutique.
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