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Introduction

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles produits généralement par des
organismes vivants a savoir les bactéries, les champignons et les levures (Marchant et
Banat, 2012). La plupart des biosurfactants sont des agents extracellulaires, ils sont excrétés
par les microorganismes dans le milieu de culture a la suite de leur biosynthese (Salihu et al.,
2009). Ces composés d’origine microbienne sont classés selon leurs poids moléculaires, leurs
propriétés, et leur mode d’action. Parmi les biosurfactants les plus connus on cite les

glycolipides, les lipopeptides (Mouffok et al., 2016).

Depuis plusieurs années et grace a l'essor de la biotechnologie, la production des
tensioactifs produits par les microorganismes suscite un grand intérét par les scientifiques.
Ceci est du principalement aux avantages présentés par ces biomolécules par rapport a leurs
homologues chimiques, a savoir la biodégradabilité, la faible toxicité, 'efficacité dans des
conditions extrémes (pH, température et salinité) et la production en présence des ressources

renouvelables (Makkar et al., 2011).

Les biosurfactants ont un large éventail d’application biotechnologiques dans diverses
industries : pétroliére, alimentaire, cosmétique, médicale, pharmaceutique, détergence, textile,
ainsi que dans beaucoup d’applications environnementales grace a leur biodégradation et
I’absence de toxicité, il est aussi indispensable de citer que les biosurfactants ont une activité
antimicrobienne vis-a-vis des levures des champignons et des bactéries , de nombreux genres

bactériens ont été recensés a €tre sensible a certains type de biosurfactants.

Dans ce contexte notre travail a été mené, dont son objectif principal est d’étudie les
propriétés biologiques des biosurfactants produits par des microorganismes, tels que, I’étude
de I’activité anti-inflammatoire, la stabilisation de membranes, et 1’activité antimicrobienne.

Notre mémoire s’articule en deux parties :

La premicre partie est consacrée a une recherche bibliographique, elle est subdivisée en
deux chapitres : le premier chapitre représente une description générale sur les biosurfactants,
leur définition leur structures, classification, mécanisme de production, et ses propriétés
biologiques. Le deuxiéme chapitre est consacré a I’application industrielle des biosurfactants
dans les différents domaines : alimentaire comme un bioémulsifiant, médical comme un agent
antimicrobien, antiadhésif, antibiofilm, anticancéreux, antiviral, anti-inflammatoire, textile et

pétrochimie dans la bioremédiation et comme un agent anticorrosion.
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La deuxieéme partie est destinée a la partie expérimentale, elle contient deux chapitres :
le troisieme chapitre, est réservé a la présentation de matériel et des méthodes utilisés dans la

pratique et dernier chapitre présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions.

Nous terminerons cette étude par une conclusion et des perspectives, suivie d’une liste

des références bibliographiques et une liste des annexes.
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I. Généralité sur les biosurfactants
I.1. Définition des biosurfactants

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles comportant des parties hydrophiles
et hydrophobes (Lang, 2002 ; Satpute et al., 2010 ; Santos et al., 2016).Cette composition
leur confére des propriétés tensioactives telles que la réduction de la tension superficielle et
interfaciale dans les solutions aqueuse et les mélanges hydrocarbures (Desai et Banat, 1997 ;
Banat et al., 2000).Les biosurfactants sont des homologues des surfactants chimique, ils sont
synthétisés par voies biologiques tels que: les plantes, les animaux, et les microorganismes
(Marchant et Banat, 2012).Les biosurfactants d’origine microbien, sont produits, a partir
d’un certain nombre d’espéce, comme des métabolites secondaires, qui restent soit collés a la
surface de la cellule microbienne ou bien sécrétés a 1I’extérieur des cellules (Bhuvaneswari et

al., 2016 ; Leite et al., 2016)
I.2. Structure des biosurfactants

Sur le plan structural les composés tensioactifs se présentent comme des molécules
amphiphiles composées de deux domaines de polarité différente, 1’un hydrophile, polaire:

affinité pour I’eau, et un autre hydrophobe, apolaire : affinité pour les lipides (Morelli et

Szajer, 2000).

Les biosurfactants microbiens, d’origine diverses, englobent une grande variété de
structures chimiques qui conduisent a des propriétés multifonctionnelles, la patrie hydrophile
polaire (groupe de téte) est composée de sucre, d’acide aminés, de peptides, de protéines ou
de groupe fonctionnels polaires comme I’acide carboxylique. La partie hydrophobe peut étre
constituée d’acide gras ou d’alcools gras saturés, insaturés et/ou hydroxylés (Abdel-

Mawgoud et al., 2010 ; Lang,2002).
I.3. Classification des biosurfactants

I1 existe certains critéres pour la classification des biosurfactants, qui varient en fonction
du poids moléculaire (élevé ou faible), du type de sécrétion de la cellule (intracellulaire,
extracellulaire ou adhérente aux cellules microbiennes), de la charge ionique de la molécule
(anionique, cationique, non ionique ou neutre) et de la structure chimique (Najmi et al.,

2018).



Recherche bibliographique : Chapitre 1
000000000000}

1.3.1. Selon le poids moléculaire

Les biosurfactants sont divisés en deux types en fonction du poids moléculaire (Figure

01) (Saenz-Marta et al., 2015):

1.3.1.1. Les composés de faible poids moléculaire

Ils abaissent la tension superficielle interfaciale, Les glycolipides, les lipopeptides et les

phospholipides constituent la majorité des biosurfactants de faible masse.

1.3.1.2. Les composés de poids moléculaire élevé
Ils réduisent la tension superficielle, les polyméres de poids moléculaire €élevé qui sont les

agents stabilisateurs les plus efficaces, les tensioactifs particulaires et polymérique font partie

des biosurfactants de grande masse.

(a) CH,OH (b)

OR ~OH
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Figure 1: Les biosurfactants de faible et haut poids moléculaire (Fakruddin, 2012).

(a) lipide Mannosylérythritol, (c) surfactine, Lipide trehalose, (d) Sophorolipide, (e) Rhamnolipide et
() Emulsan.
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1.3.2. Selon la charge ionique de la molécule

Selon nature de la charge sur la partie hydrophile (Figure 02), les tensioactifs

biologiques ou chimiques peuvent étre classés en (Rahman et Gakpe, 2008) :

» Tensioactifs anioniques sont chargés négativement.

» Tensioactifs non ioniques manquent de constituant ionique et la majorité de tous les non
ioniques sont des produits de polymérisation.

» Tensioactifs cationiques sont caractérisés par un groupe qui est chargé positivement.

» Tensioactifs amphotére (zwitterioniques) a des fragments chargés positivement et

négativement dans la méme molécule.

Partie hydrophobe

non ionigue

T tioni
. \\\/W“‘-j_fl cationique

¥y

2 W\T} anionique

i T 75, BT
— |—( -} zwilterionique
P \/\/’\/&_J o
SR
Partie hydrophile
E. Jaspard (2012) (polaire ou chargée)

Figure 2: Structure tensioactifs générales (Jaspard et al., 2012).

1.3.3. Selon la structure chimique

Les biosurfactants sont généralement classés principalement par leur composition
chimique et leur origine microbienne (Kedidi, 2014). Pour ces molécules d’origine
microbienne, la structure chimique est considérée comme la base de la classification (Figure
03) en tant que lipopolysaccharide, lipoprotéine, biopolymere, phospholipide ou glycolipide
(Najmi et al., 2018). Les glycolipides et les lipopeptides sont les groupes les plus largement
explorés dans la littérature en raison des rendements de production élevés et du potentiel

d’application considérable dans les domaines les plus divers (Souza et al., 2017).
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Figure 3: Structure chimique des biosurfactants (Banat et al., 2010).
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1.3.3.1. Les glycolipides

Ils ont une longue chaine d’acides aliphatiques. Ils forment une liaison soit avec un
groupe ester, soit avec un groupe éther. Parmi les glycolipides on trouve les sophrolipides
produits par Candida bombicola, Candida apicola, les rhamnolipides produits par
Pseudomonas aeruginosa et les tréhalolipides synthétiser par Rhodococcus erithropoli,

Arthobacter sp. (Sharma et al., 2016).
1.3.3.2.Lipopeptides et lipoprotéines

Un grand nombre de lipopeptide cyclique, y compris des antibiotiques décapeptides
(gramicidine) et des antibiotiques lipopeptides (polymxine) produits par des bactéries,
Bacillus brevis et Bacillus polymysca, qui ont des propriétés tensioactives remarquable. Ils
sont constitués d’un lipide attaché a une chaine polypeptidique (Desai et Banat, 1997 ;

Muthusamy et al., 2008).
1.3.3.3.Acides gras, phospholipides et lipides neutre

Plusieurs bactéries et levures produisent de grandes quantités d’acides gras et de
phospholipides de type surfactant pendant leur croissance sur le substrat n-alcanes. Les acides
gras produits a partir d’alcane sont le résultat d’oxydations microbiennes qui ont été
considérée comme de tensioactifs en dehors de ces acides a chaine droite, les micro-
organismes produisent des acides gras complexes contenant des groupes OH et des branches
Alkyle, les acides corynomuoliques étant un exemple de ces acides complexes (Rahman et

Gakpe, 2008).
1.3.3.4.Phospholipide

Ils sont des composants majeurs des membranes microbiennes, lorsque certaines
bactéries ou levures dégradant les hydrocarbures sont cultivées sur des substrats de 1’alcane le
niveau des phospholipides augmente considérablement, lorsque la bactérie Acinetobacter PS
cultivée sur un substrat d’hescadécane, elle produit des phospholipides, principalement de la

phosphotidyléthanolamine (Muthusamy et al., 2008).
1.3.3.5. Tensioactifs microbiens polymeres

Les biosurfactants polymeres sont des biosurfactants de haut poids moléculaire ont un
squelette de trois ou quatre sucres répétés avec des acides gras attachés aux sucres. Les

biosurfactants polymeres les mieux étudiés sont les émulsanes. L'émulsane est un émulsifiant
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extracellulaire soluble dans I'eau produit par les bactéries Acinetobacter calcuaceticus, le
liposan produit par Candida lipolytica, la mannoprotéine produit par Acinetobacter

calcoaceticus (Bognolo, 1999).
1.4. Production microbienne de biosurfactants

1.4.1. Les micro-organismes producteurs de biosurfactants

Les micro-organismes utilisent un ensemble de source de carbone et d’énergie pour leur
croissance. La combinaison de source de carbone avec des substrats insolubles facilite la
diffusion intracellulaire et la production de différentes substances (Deleu et paquot, 2004 ;
Chakraborty et Das, 2014) Les micro-organismes comme les levures, les bactéries et
certains champignons filamenteux sont capables de produire des biosurfactants avec

différentes structures moléculaires et activités de surface (Campos et al., 2013).

Au cours des dernic¢res décennies, il y a eu une augmentation de 1’intérét scientifique
concernant I’isolement de micro-organismes qui produisent des molécules tensioactives avec
de bonnes caractéristiques, tensioactives telles qu’une faible CMC, une faible toxicité et une
activit¢ émulsifiante élevée. La littérature décrit les bactéries des genres Pseudomonas et
Bacillus comme de grands producteurs de biosurfactants (Silva et al., 2014). Cependant, la
plupart des biosurfactants d’origine bactérienne ne sont pas adaptés a une utilisation dans

I’industrie alimentaire en raison de leur éventuelle nature pathogene (Shepherd et al., 1995).

Candida bombicola et Candida lipolytica sont parmi les levures les plus étudi¢es pour
la production de biosurfactants. L’un des principaux avantages de 1’utilisation de levures,
telles que Yarrowia lipolytica, Saccharomyces cerevisiae et Kluyveronuces lactis, réside dans
leur statut Generally Recognized As Safe (GRAS). Les organismes ayant le statut GRAS ne
présentent aucun risque de toxicité ou de pathogénicité, ce qui permet leur utilisation dans les
industries alimentaire et pharmaceutique (Campos et al., 2013). Le tableau 01 présente une

liste de plusieurs micro-organismes qui produit des biosurfactants.



Recherche bibliographique : Chapitre 1

Tableau 1: Divers biosurfactants produits par des micro-organismes (Desai et Banat, 1997).

Classe Type de biosurfactants Microorganismes

Les glycolipides Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa
Les sophorolipides Torulopsis bombicola
Trehalolipids T. apicola

Lipopeptides et lipoprotéines

Peptide-lipide

Bacillus licheniformis.

Viscosine Pseudomonas fluorescens.
Surfactine Bacillus subtilis.
Subtilisine Bacillus subtilis.
Gramicidine Bacillus brevis.
Polymyxine Bacillus polymyscia.
Serrawettine Serratia marcenscens.
Acides gras, lipides neutres | Acide gras Corynebacterium lepus.

et phospholipides

Lipides neutres

Nocardia erythropolis.

Phospholipides Thiobacillus thiooxidans.
Biosurfactants polymeéres Emulsan Acinetobacter calcoaceticus.

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus.

Liposane Candida lipolytica.

Carbohydrate-lipide-

protéine

Mannane-lipide-protéine

Pseudomonas fluerescens.

Candida tropicalis.

Biosurfactants particulaire

Vésicules

Acinetobacter calcoaceticus.
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1.4.2. Mécanisme de production du biosurfactants

Les microorganismes se sont adaptés en termes d'équipements enzymatiques de
régulation pour utiliser deux voies métaboliques: les voies des hydrocarbures et des glucides
comme source de carbone et d’énergie pour leurs croissance (Jemil et al., 2017), et impliqué
dans la synthése des fractions hydrophobe (acide gras a long chaine, hydroxy—acide gras,
alkyl-B-hydroxy-acide gras) et des hydrophiles (glucide, acide carboxylique, phosphate, acide
amine, cyclopeptide, alcool) puis sont fusionnés pour former une structure amphipathiques

(Cameotra et Makkar, 1998).

La biosynthése et la régulation génétique de la production des biosurfactants sont mal
connues (Hewald et al., 2006). Alors que l'aspect génétique de la production de
rhamnolipides par Pseudomonas aeruginosa est la voie métabolique la plus étudiée au niveau

génétique ( Lang et Wullbrandt, 1999).

La production de rhamnolipides par P. aeruginosa utilise les voies métaboliques
principales (Figure 04), telles que la synthése des acides gras et les sucres activés par la TDP
(Maier et Soberon-Chavez, 2000) La synthése est assurée par l'enzyme
rhamnosyltransférase, dont les génes codant ont été découverts par (Ochsner et al., 1994).Ces
genes ont été identifiés comme l'opéron rhAB cette enzyme catalyse le transfert de TDP-L-
rhamnose au 13 hydroxydécanoyl. RhIB est la protéine catalytique de la rhamnosyltransférase

et rhlA est indispensable pour la synthése du rhamnolipide (Deziel et al., 2003).

10
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Figure 4: Mécanismes de production des biosurfactants (Gogoi et al., 2016).

1.4.3. Effet de divers facteurs dans la production de biosurfactants microbiens

1.4.3.1. Facteurs nutritionnels

La fermentation est un processus d’une grande importance biotechnologique. Dans les

maticres premicres (telles que les sucres et les huile) sont transformées en différents produits

a l’aide de micro-organisme (bactéries, champignons, levures) (Soetaert et Vandamme.,

2006). Pour que les micro-organismes puissent développer et produisent des composés

d’intérét commercial, ils doivent disposer de 1’eau, du carbone, de [’azote, des ions

inorganiques, des vitamines et de I’oxygene (pour les organismes aérobies) et les parameétres

adéquats de pH, de température, d’agitation et de la salinit¢ (Nurfarahin et al., 2018).

~=
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Dans ce contexte, étant donné que les tensioactifs biologiques sont obtenu a partir de
micro-organismes, les biosurfactants sont considérés comme des produits naturels, la
production de tensioactifs biologiques est influencée par les facteurs mentionnées, les
parametres fermentaires doivent donc étre évalués, pour déterminer les meilleurs conditions
de cultures pour une production de ces composés (Mulligan et al., 2014 ; Kosaric Sukan,

2014 ; Jimoh et Lin, 2019 ; Santos et al., 2016).

a. Source de carbone : La source de carbone joue un role important dans la croissance
et la production de biosurfactants par les micro-organismes et varie d’une espece a 1’autre, un
rendement trés faible a été¢ constaté lorsque seul le glucose ou I’huile végétale était utilisé
pour la production d’un biosurfactants par Torulopsis. bombicala, mais le rendement a
augmenter a 70 g/L lorsque les deux sources de carbone étaient fournies ensemble (Cooper et

Paddock, 1984).

La synthése du rhamnolipides par Pseudomonas sp nécessite des sources de carbone
hydrosolubles telles que le glycérol, le glucose, le mannital et 1’éthanol, ainsi que des
substrats insolubles dans I’eau tels que les n-alcanes et I’huile d’olive (Desai et Banat,
1997).La source de carbone de type pétrolier sont utilisées pour obtenir le rendement le plus
¢levé de rhamnolipides, mais 'utilisation de source de carbone moins chéres et renouvelables,
telles que la lignocellulose ou des déchets de raffinage agricole de I’huile de palme, serait une

stratégie intéressante pour réduire les couts de production (Li, 2017 ; Radzuan et al., 2017).

b. Source d’azote : c’est le deuxieme complément le plus important pour la production
de biosurfactants par les micro-organismes. Dans le processus fermentaires, les rapports C/N
affecte ’accumulation de métabolites. Un rapport C/N élevé (c’est-a-dire une faible teneur en
azote) limite la croissance bactérienne, favorisant le métabolisme cellulaire vers la production
de métabolites en revanche, un exces d’azote conduit a la synthése de matériel cellulaire et

limite ’accumulation de produit (Robert et al., 1989).

¢. Les ions inorganiques : En plus du carbone et de I’azote les micro-organismes ont
besoin d’autres composés tels que le potassium, le magnésium, le fer, le manganese, le cobalt
et le zinc, soit en grande quantité, soit en petite quantité. Par conséquent, la production de
biosurfactants, des micro-organismes les plus divers est également affectée par ces éléments.
Gudifia et ses collaborateurs ont prouvé que la quantit¢ de biosurfactants produit par B.

subtilis était environ 3 a 4 fois plus importante lorsque les sels métalliques de fer (a partir de

12
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FeSo4), manganése (a partir de MnSo4), et le magnésium (a partir de MgSo4) étaient utilisés.
Ces métaux agissent comme des cofacteurs pour les enzymes impliquées dans la synthése de
la surfactine, et I’amélioration observée concernait aussi bien I’utilisation individuelle que la

combinaison de ces trois ions dans un méme produit (Gudiia et al., 2015).

1.4.3.2. Paramétre physique

De la méme maniére que les aspects nutritionnels des milieux fermentaires influent sur
les biosurfactants, les aspects physiques influent également sur la production microbienne de
composés biotechnologique la température, le pH, 1’agitation 1’aération, la salinité et la
concentration de I’inoculum sont quelques aspects physiques couramment contrdlés pendant
la production de biosurfactants en raison de leur influence sur le produit final (Jimoh et Lin,

2019).

a. La salinité : La salinité ou la concentration en sel présente dans le milieu fermentaire
affecte la production de biosurfactant de différentes maniéres (Osman et al., 2019).
Almansoory et ses collaborateurs ont réalisé une étude avec S.marcescens pour évaluer 1’effet
de différente concentration de NaCl (1-5%), confirmant que la salinité est un facteur critique
pour la production de biosurfactants (Almansoory et al., 2017). Hu et ses collaborateurs ont
montré qu’en 1’absence de NaCl, le microorganisme producteur Vibrio sp.ne se développait
pratiquement pas, d’ou le rendement le plus faible du produit. Néanmoins, a des

concentrations élevées, la tension superficielle était altérée (Hu et al., 2015).

b. La température: En plus d’influencer les performances du bioprocédé, la
température modifie également la composition des biosurfactants (Chen et al., 2015). 11 s’agit
d’un parameétre trés important dans les processus de fermentation comme 1’ont démontré
Mohamed Abdel-Mawgoud et ses collaborateurs, qui ont analysé le comportement de B.
Subtilis a différentes températures. Bien que la souche ait présente une forte croissance
cellulaire élevée dans toutes les conditions testées, la température la plus favorable a la
production de surfactine était de 30 C° (Abdel-Mawgoud et al., 2008). les chercheurs ont
étudié le biosurfactants excrété par S. marcescens dans des milieux a 20, 25, 30, 35 et 40C°, et

leur condition optimale était également a 30C° (Almansoory et al., 2017).

Dans le travail développé par Hassan et ses collaborateurs, avec P. aeruginosa, la

température était un facteur qui influencait de manicre significative la production de

13
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rhamnolipides. La production maximale a été obtenue a 30C°, mais des effets indésirables ont

¢été observés a des températures plus élevées (Hassan et al., 2016).

c. Potentiel d’hydrogéne pH :Le pH du milieu de fermentation des micro-organismes
est d’une grande importance car ce paramétre a un impact sur la croissance cellulaire et la
production de différents métabolites (Sen et Swaminathan, 1997).Vigneshwaran et ses
collaborateurs ont mené une étude sur Brevibacillus Sp. afin d’évaluer I'influence des
variations de pH (sur une échelle de 4 a 8) sur le micro-organisme et le biosurfactant obtenu
les auteurs ont constaté que le pH affectait le métabolisme cellulaire, réduisant ainsi
I’efficacité de 1’obtention du bioproduit. Il y a une augmentation du rendement pour des
valeurs de pH égale ou supérieur a 4 ; cependant, le rendement a diminué lorsque le pH était
supérieur a 7, le rendement maximal était enregistré a un pH neutre, ce qui prouve que les
micro-organismes analysés ont un rendement plus significatif a un pH proche de la neutralité

(Vigneshwaran et al., 2018).

d. L’aération et ’agitation : Facteur essentiels pour la production de biosurfactants
(Jimoh et Lin, 2019). Silva et ses collaborateurs ont évalué les effets de 1’aération et de
I’agitation sur la production de biosurfactants par P. aeruginosa. Pour les deux vitesses
évaluées (150 et 200 rpm). Les résultats montrent une accumulation de bioproduits (6,5 g/L) a
la vitesse de 200 rpm. L’aération a été évaluée a 60, 80 et 90%, mais il n’y a eu aucun

changement dans la concentration de biosurfactant (Silva et al., 2010).

L.5. Propriétés biologiques des biosurfactants

Les biosurfactants sont des biomolécules tensioactives qui sont mises en ceuvre dans de
nombreuses industries différentes en raison de leur propriétés (Vijayakumar et Saravanan,
2015).1Is ont la capacité¢ de former des micelles. Cela leur permet d'avoir des structures
morphologiquement et augmente leur spécificité. Leur capacité a de réduire la tension de
surface et la tension interfaciale les rend aptes a des applications commerciales (Cortés-

Sanchez et al., 2013).

Les biosurfactants pourrait éventuellement étre utilisé dans diverses applications
thérapeutiques grace a leurs propriétés biologiques comme agent anti-inflammatoire,
antibiofilm et antiadhérent, antivirales, antitumorale. La tolérance a la température et au pH
est importante pour la plupart des systémes, et la biodégradabilité des biosurfactants est une

autre raison pour laquelle il est nécessaire de les utiliser (Liu et al., 2010).

14
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I.5.1. Activité superficielle et interfaciale

Les tensioactifs aident a diminuer la tension superficielle et la pression interfaciale (Figure
05). La surfactine produite par B. subtilis peut réduire la tension superficielle de 1’eau a 25
mN/m et la pression interfaciale eau/hexadécane a moins de 1 mN/m (Cavalero et Cooper,

2003).

Eau / Huile

air / £ DO DD
@

monomeére micelle

Figure 5: Tension interfaciale et superficielle du monomére tensioactifs (téte polaire et queue

hydrocarbonée); formation de micelles dans 1’eau et I’huile (Sanches et al., 2021).
I.5.2. Tolérance a la température, au pH et a la force ionique

La plupart des biotensioactifs sont résistants aux facteurs environnementaux extrémes

tels que la température, la salinité et le pH (Banat et al., 2000).
1.5.3. Faible toxicité et biodégradabilité

Bien qu’il n’y ait pas eu beaucoup de travaux €crits sur la toxicité des biosurfactants, on
pense généralement qu’ils sont peu ou pas nocifs et qu’ils peuvent etre utilisés a des fins
pharmaceutiques, correctives et alimentaire (Roy, 2017). Des études qui ont montré que la
toxicité supérieure du tensioactif d'origine chimique, dont la CL50 contre Photobacterium
phosphoreum était 10 fois inférieure a celle des rhamnolipides. Le faible profil de toxicité des
biosurfactants, des sophorolipides de Candida bombicola les rend utiles dans les entreprises

d'alimentation (Roy, 2017).

Les composés dérivés des microbes peuvent etre facilement dégradés par rapports aux
tensioactifs synthétiques et sont appropriés pour des applications naturelles telles que la
bioremédiation, biosorption (Desai et Banat, 1997 ; Edwards et Hayashi, 1965). Une ¢tude

récente menée par Rodriguez-Lopez et ses collaborateurs un biosurfactant contenu dans un
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extrait brut a été soumis a une étude de biodégradation. Sans ajout de biomasse microbienne
externe, tout en faisant varier la température, le pH et le temps de biodégradation. La
biodégradabilité du biosurfactant a ét¢ mesurée en pourcentage et calculée sur la base de
I'augmentation de la tension de surface de d'échantillons de 1'extrait brut, avec des valeurs

atteignant 80 % (Rodriguez-Lépez et al., 2020).

Moldes et ses collaborateurs ont mené une étude sur l'utilisation de biosurfactants pour
la biorémédiation de sols contaminé par de l'octane. Aprés 15 jours de traitement, les
biosurfactants de Lactobacillus pentosus réduisaient la concentration d'octane dans le sol a
environ 60%, tandis qu'apres 30 jours de traitement, 76% de l'octane dans le sol était
biodégradé. En l'absence de biosurfactants, le taux d'élimination était au moins trois fois plus

lent (Moldes et al., 2011).
1.5.4. Les biosurfactants formateur d’émulsions ou briseurs

Une émulsion est un systéme hétérogéne constitué d’un liquide non miscible dispersé
dans un autre liquide sous forme de gouttelettes dans le diamétre dépasse généralement 0,1
nm, il existe deux type d’émulsion de base (Figure 06): huile dans 1’eau et eau dans I’huile.
Les émulsions ont une stabilité minimale, mais 1’ajout de biosurfactants peut conduire a une

émulsion qui reste stable pendant des mois, voire des années (Velikonja et Kosaric, 1993).

Huile en phase dispersée

Huile en
phase
continue

Eau en phase continue

eémulsion eau dans 'huile émulsion huile dans I'eau

Figure 6: Les deux types d'émulsion de base (Yahaya Khan et al., 2014).
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I.5.5. Agents antibiofilm et antiadhésifs

Un biofilm peut étre décrit comme un groupe de microbes/autre matiéres organiques qui
se sont agrégés sur une surface quelconque (Jadhav et al., 2011). L’¢étape initiale de la
fondation d’un biofilm est I’adhésion bactérienne (Figure 07) sur la surface, qui est influencée
par différents éléments, notamment le type de microorganismes, 1’hydrophobie et les charges
¢lectriques de la surface, les conditions écologiques et la capacité des microorganismes a
délivres des polymeres extracellulaires qui peuvent étre utilisés pour la formation de biofilms

aident les cellules a s’accrocher aux surface (Kachholz, 1987).

e venible | nitcoiowes  Maturation

Figure 7: Formation d'un biofilm (Boudarel, 2018).

Les biosurfactants peuvent étre utilisés pour modifier I’hydrophobie de la surface, ce
qui influe sur la fixation des micro-organismes sur la surface (Figure 08). Un tensioactif issu
de Streptococcus thermophilus freine la colonisation de ’acier par 1’autre souche thermophile
de Streptococcus, responsable de I’encrassement. De méme, un biosurfactant issu de
Pseudomonas fluorescens a empéché la connexion de Listeria monocytogenes a la surface de

I’acier (Konishi et al., 2008).
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Figure 8: L'empéchement de biosurfactants la formation d'un biofilm (Chen et al., 2021).

1.5.6. Agents anti-tumoral et antiviral

Certains BS inactivent les virus grace a des réactions physico-chimiques (Vollenbroich
et al,, 1997). Cette hypothétique nature ne se produit que dans les virus enveloppés. En
général, il est dit que la BS perturbe les structures membranaires virales et perturbe le
revétement externe (Shah et al., 2005). La nature hydrophile de la BS est due a la présence de
groupes acétyles qui favorisent l'activité antivirale (Borsanyiova et al., 2016). De méme,
I’hydrophobe avec un nombre spécifique d'atomes de carbone inactive les effets virucides
(Kracht et al., 1999). L'activité¢ antivirale des BS a été approuvée et des brevets ont été
obtenus pour le traitement de divers virus (Bonvila et al., 2009 ; Gross et Shah, 2007).
Naruse et ses collaborateurs ont analysé le potentiel antiviral d’un biosurfactant produit par B.
subtilis, sur le virus de I'herpes, Ils ont rapporté une forte activité antivirale de ce composé

(Naruse et al., 1990).

L'une des découvertes les plus intéressantes concernant les biosurfactants est leur
capacité a controler diverses fonctions des cellules de mammiferes. Et par conséquent, leur
potentiel d'action en tant que agents antitumoraux interférant avec certains processus de
progression du cancer En effet, il a ét¢ démontré que les biosurfactants de type lipopeptides,
sont particulierement intéressant a raison de leurs activités de surface élevées, Ces
biosurfactants jouent des roles, antiviraux et antitumoraux, et les inhibiteurs de toxines

(Ongena et Jacques, 2008).
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1.5.7. Agent anti-inflammatoire

Les caractéristiques structurelles amphiphiles de la surfactine lui permettent d'interagir
avec les membranes cellulaires et les macromolécules, comme les enzymes et les
lipopolysaccharides (LPS) (Chang et al.,, 2011). De nombreuses recherches ont permis
d'établir que la surfactine inhibe 1'effet inflammatoire de l'interaction directe des LPS avec les

cellules (Seydlova et Svobodova, 2008 ; Kim et al., 2006).
1.5.8. Agent anticorrosion

Les tensioactifs qui peuvent s'adsorber sur la surface des métaux constituent une classe
spécifique d'inhibiteurs organiques de la corrosion des métaux en raison de leur activité de
surface aqueuse. Ces tensioactifs sont particuliérement utiles dans décapage acide du fer et de
l'acier, le nettoyage et le traitement chimique des minerais et l'acidification des puits de
pétrole. A ce jour, différents types de tensioactifs ont été mis au point a cette fin en employant
divers groupes hydrophobes d'hydrocarbures et des groupes de téte hydrophiles, L'adsorption
d'un tel tensioactif est motivée par les facteurs suivants role électrostatique et/ou donneur
d'¢lectrons coordonné de 1'hydrophile contenant S, O et/ou N, ce qui conduit a bloquer les

sites actifs de la corrosion (Li et al., 2009).

Tandis que d'autre part, la partie hydrophobe forme une couche trés compacte en tant
que barriere isolante pour empécher I'eau et les espéces corrosives d'entrer en contact avec le

produit. Ce qui renforce encore I'effet anticorrosion (Asefi et al., 2010 ; Heakal et al., 2017).

Un rapport existant de Liu et ses collaborateurs démontré une efficacit¢ modérée
d'inhibition de la corrosion de 92,32 %.en utilisant un tensioactif amphoteére contenant du

perfluorooctanesulfonyle (Liu et al., 2016).
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I1. Application des biosurfactants dans I’industrie

Les biosurfactants ont un large éventail d’applications, notamment dans les industries
alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, dans la bioremédiation, biomédicale et
nanotechnologique. Ils peuvent présenter des avantages par rapport a leurs équivalents
synthétiques, car les premiers sont respectueux de l'environnement. En raison de leur
biodégradabilité et de leur faible toxicité, l'utilisation des biosurfactants a augmenté, dans le
domaine de la biotechnologie Le tableau 02 présente un résumé des utilisations des

biosurfactants dans différentes industries (Vecino et al., 2017 ; Jimoh et Lin, 2019).

Tableau 2: Utilisation des biosurfactants dans différentes industries.

Industrie Application Référence

Environnement | Bioremédiation ; opérations de nettoyage | (Silva et al., 2014 ; Pacwa-

des déversements d'hydrocarbures Plociniczak et al., 2011)

Pétrole Récupération assistée du pétrole,

Emulsification des huiles, abaissement de ..
(Pacwa-Plociniczak et al.,

la tension interfaciale, réduction de la 2011 ; Souza,et al., 2014)

viscosité, dispersion des huiles, inhibition

de la corrosion dans les équipements.

Meédicale Microbiologie, Produits pharmaceutiques (Lawniczak et al., 2013)

et thérapeutiques

Alimentaire Emulsification, Solubilisation des huiles (Campos et al., 2013)

détergence, moussage, épaississant.

Agriculture Bio-contrdle; Engrais (Sachdev et Cameotra, 2013)

I1.1. Les biosurfactants comme agent bioémulsifiants dans la formulation alimentaire

Les biosurfactants ont suscité un intérét considérable au cours des dernieéres décennies
en raison de leurs propriétés avantageuses, favorisant leur application comme bioémulsifiants

dans I’industrie alimentaires (Garg et al., 2018 ; Felix et al., 2019).
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La capacité d'émulsification est une propriété trés attractive de ces biomolécules pour

" n "

les produits alimentaires. Les termes " biosurfactants " et " bioémulsifiants " sont souvent
utilisés de maniére interchangeable. Cependant, ceux qui réduisent la tension superficielle a
l'interface air-eau sont appelés biosurfactants et ceux qui conduisent a 1'émulsification sont

appelés bioémulsifiants (Mujumdar et al., 2019).

Les biosurfactants sont également efficaces pour solubiliser les huiles végétales,
stabiliser les graisses pendant les processus de cuisson, et améliorer les propriétés
organoleptiques du pain. Les biomolécules peuvent étre utilisées dans les formulations de
cremes glacées (Pessoa et al., 2019) les biscuits pour remplacer les additifs synthétiques

(Zouari et al., 2016), et les vinaigrettes, comme émulsifiant (Campos et al., 2019).

Dans les aliments farineux, l'utilisation d'émulsifiants d'origine microbienne a émergé
pour réduire l'utilisation des émulsifiants actuellement commercialisés et améliorer la

rhéologie des produits (Kieliszek et al., 2017).

11.1.1. Structure d’émulsions

Les émulsions sont des systémes dispersés constitués de deux phases non miscibles,
I’'une est dispersée dans 1’autre sous forme de petites gouttelettes tel que I'eau et I'huile

(McClements, 2014).

Il existe deux principaux types d'émulsions (Figure 09): eau dans l'huile (E/H) et huile
dans l'eau (H/E) (Yamashita et al., 2017). Des émulsions multiples peuvent se former :
E/H/E : eau dans I’huile dans I’eau ou H/E/H: huile dans I’eau dans I’huile (Tamnak et al.,
2016), Les émulsions doubles présentent un intérét particulier pour I’industrie alimentaire

(Cofrades et al., 2013 ; Devanthi et al., 2018).

simple émulsion double émulsion

Figure 9: Simple et double émulsion (Daniels et Knie 2007).
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I1.1.1. Role des bioémulsifiants dans la formation et la stabilité des émulsions

Le role principale des bioémulsifiants est d’abaisser la tension interfaciale, ce qui permet la
formation de petites gouttelettes et confeérent leurs stabilisation (Figure 10), les
bioémulsifiants sont capable de s’absorber a I’interface entre 1’huile et 1’eau, réduisant les
interactions défavorable entre ces molécules et permettent la dispersion des gouttelettes d’une
phase dans la seconde (McClements et Jafari, 2018), le HLB est une méthode qui permet de
chiffrer I’équilibre existant entre la partie hydrophile et hydrophobe de tensioactif, 1’équilibre
li¢ a la solubilit¢ dans I’eau, I’échelle varie de 0 a 20 plus la valeur est élevée plus la
solubilité¢ dans I’eau est grande, si on obtient une HLB comprise entre 1 et 6 on aura une
émulsion de type E/H, pour une HLB supérieur a 10 on aura une émulsion de type H/E
(Griffin, 1949). Ce qui traduit par une stabilit¢ accrue de I’émulsion (Goodarzi et

Zendehboudi,2019).

émulsion huile dans 'eau 3 eémulsion eau dans 'huile

HLB
HLB egleve HLB faible

Apres
homogeéneisation

e

Figure 10: Application de la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) aux E/H et H/E
(Nour et al., 2018).

I1.1.2. Indice d'émulsification (E»4%)

La capacité de stabilisation de I'émulsion d'un tensioactif est évaluée sur sa capacité a
maintenir au moins 50% du volume original de 1'émulsion pendant 24 heures apres sa
formation. Plusieurs auteurs considérent, un pourcentage d'émulsification plus ¢Elevé
(supérieur a 50%) indique une meilleure activité émulsifiante d'un biosurfactant La valeur de

I’indice d’émulsification est déterminée par la formule suivante (Campos et al., 2015) :

E»4 % = [Hauteur de la couche émulsifiée /Hauteur totale du liquide] x 100
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Le biosurfactant produit par Candida guilliermondii a été¢ capable de former des
émulsions stables avec de l'huile de mais (50%), de I'huile de tournesol (54%), de I'huile de
soja (48%) et de l'huile de moteur (71,4%), ce qui indique une direction pour des études
ultérieures et d’application dans 1’industrie. En analysant un biosurfactant produit par C. utilis
cultivé dans un milieu supplémenté avec, huiles moteur, mais et soja, a trouvé des indices

d'émulsification de 78%, 21% et 24% (Campos et al., 2015).

I1.1.3. Formulation de sauces mayonnaise a base de bioémulsifiants

La propriété émulsifiante du biosurfactant produit par C. guilliermondii a été testée dans
la formulation de sept types différents de sauce mayonnaise obtenue a partir d'échantillons
commerciaux des ingrédients suivants (p/v) : 40% d'huile de tournesol, 40,3% d'eau, 10% de
vinaigre, 4% d'ceufs en poudre 2% de sucre, 2% de sel, 1% de farine de moutarde et 0,2% de
gomme de guar et 0,5% d'amidon instantané. La concentration du biosurfactant isolé était
comprise entre 0,2 et 0,8 % (p/v). Les formules ont ensuite été stockées a 4 °C pendant un

mois (Shepherd et al., 1995).

Toutes les formules se sont révélées stables pendant la période de stockage
(réfrigération) et aucune séparation de phase n'a pu étre observée. Le tableau 03 représente la
formulation de mayonnaise avec ajout de biosurfactant produit par C. guilliermondii dans un
milieu complété par 5% de mélasse, 5% de liqueur de mais et 5% d'huile de friture usagée,

apres 30 jours de refroidissement (Lira et al., 2021).

Tableau 3: Formulation de mayonnaise avec ajout de biosurfactant produit par C.

guilliermondii (Lira et al., 2021).

Concentration de biosurfactant (p/v) Séparation de phases
et formulation mayonnaise
0.2 )
0.3 ()
0.4 )
0.5 )
0.6 )
0.7 )
0.8 )

(-) absence de la séparation (+) présence de la séparation
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La demande d'utilisation d’ingrédients naturels et sains dans les produits alimentaires
augmente en raison de la sensibilisation a l'importance d'une alimentation (Lam et
Nickerson, 2013). Pour cela de nombreux fabricants de produits alimentaires tentent de
remplacer les émulsifiants synthétiques par des bioémulsifiants, Leurs propriétés et leur
application potentielle, ont encouragé de nombreux chercheurs a améliorer leur production et

sont devenus les biosurfactants les plus étudiés (Zgota-Grzeskowiak et al., 2011).

11.2. Biosurfactants dans I’industrie médicale

Les biosurfactants ont également été utilisés dans différentes applications biologiques et
thérapeutiques (Figure 11) en raison de leurs propriétés fongicides, bactéricides, insecticides
et antivirales, ainsi que de leur utilisation comme agents antiadhésifs (West et Harwell,

1992 ; Austard et Taugbel, 1995 ; Rangarajanet Sen, 2013).

' ) }

Thérapeutiques Environnementaux Fomite, consommable
et aliments

Développement Renforcer le wstheme ' - HEDEI‘I.'IE'I'lt et nettoyage Désinfectants

des vaccins immunitaire des hopitaux ‘
iy )% TRy A

. I S a
SR ks
Administration et le developpement Lutte antivictorielle : | =

des médicaments avec des biopesticides Des meilleurs

Detergents et formules
offres

de nettoyage

Figure 11: Application des biosurfactants dans différents domaines (Celik et al., 2020).
Abalos et ses collaborateurs ont identifié six rhamnolipides dans des cultures de P.
aeruginosa ATI10 cultivées sur des résidus de raffinerie d'huile de soja et ils ont évalué leurs
propriétés antimicrobiennes (Abalos et al.,, 2001). Ces rhamnolipides ont présenté
d'excellentes propriétés antifongiques contre différents champignons (Joshi-Navare et

Prabhune, 2013).
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Certains lipopeptides, comme la daptomycine, ont atteint un statut d'antibiotique
commercial (Robbel et Marahiel, 2010). La daptomycine est un lipopeptide cyclique ramifié
isolé de cultures de Streptomyces roseosporus et produit par Cubist Pharmaceuticals sous le
nom de Cubicin® (Tally et al., 1999). L'activité¢ anti-adhérente, qui est la capacité d'inhiber
I'adhérence des micro-organismes pathogeénes aux surfaces solides ou aux sites infectieux, a
¢galement été rapportée pour les biosurfactants, conduisant a une réduction des infections
hospitalieres sans besoin de médicaments ou d'agents chimiques synthétiques (Mnif et

Ghribi, 2015).

Meylheuc et ses collaborateurs ont étudié un biosurfactant obtenu a partir de
P.fluorescens ayant des propriétés inhibitrices concernant l'adhérence de Listeria
monocytogenes a des surfaces en acier inoxydable et en polytétrafluoroéthyléne (Meylheuc et

al., 2001).

Les sophorolipides de C. bombicola ont été¢ étudiés en raison de leurs activités
spermicides et cytotoxiques ainsi que de leur action anti-VIH qui peut réduire la prolifération
du syndrome d'immunodéficiences acquises (SIDA).Les sophorolipides ont également été
¢tudiés comme agents anti-inflammatoires pour les patients atteints de maladies immunitaires

(Muthusamy et al., 2008 ; Kitamoto et al., 2009).

I1.2.1. Activité antimicrobienne des biosurfactants

Des auteurs ont montré que des biosurfactants ont une activité antimicrobienne tres
efficace contre Listeria monocytogenes, lié a la contamination alimentaire. plusieurs
biosurfactants ont montré une action antimicrobienne contre des bactéries, des champignons
ainsi que des virus. Un mélange de rhamnolipides obtenue de Pseudomonas aeruginosa a
montré une activité inhibitrice contre les bacteries Escherichia coli, Micrococcus luteus et
Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens et Mycobacterium phlei ainsi que Staphylococcus
epidermidis. Un surfactant glycolipide de Candida antartica, a montré une activité

antimicrobienne particulierement contre les bactéries a Gram positif (Kitamoto et al., 1993).

Des études menées par Gan et ses collaborateurs ont mis en évidence l'utilité des
Lactobacilles et son biosurfactant dans la prévention de l'infection des implants chirurgicaux
in vivo (Gan et al., 2002). Sharma et ses collaborateurs ont étudié 1’activité antimicrobienne
des biosurfactants des (Lactobacillus. helveticus MRTL91) qui est isolé a partir de plusieurs
sources, puis criblés pour produire le biosurfactant. Les résultats ont montrés qu’une

inhibition presque compléte a été observée pour différentes concentrations de biosurfactant
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comprises entre 1,56 et 25 mg/ml. La plus forte concentration de biosurfactant testée, a savoir
25 mg/ ml, a montré le plus haut pourcentage d'inhibition pour Escherichia coli (90,4 %),
Pseudomonas aeruginosa (75,6%), Salmonella typhi (78,6%), Shigella flexneri (70,2%),
Staphylococcus aureus (92,5 %), Staphylococcus epidermidis (98,4 %), Listeria
monocytogenes (99,5 %), Listeria innocua (99,7 %) et Bacillus cereus (99%). En outre, il est
remarquable qu'un degré ¢levé d'inhibition de la croissance a été observé (de 73,2 a 100%)

avec la concentration de biosurfactant testée (25 mg/ml) (Sharma et al., 2016).

11.2.2. Activité anti-adhérente et antibiofilm

Les biosurfactants et surfactine se sont avérés capables de réduire l'adhérence
bactérienne (Figure 12) a des surfaces de polystyréne plus efficaces que le laurylsulfate de
sodium, tensio-actif chimique. En outre, les rthamnolipides purifiée, inhibent pratiquement

100% de la croissance de la souche Listeria monocytogenes adhérente ( Araujo et al., 2011).
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Figure 12: Réduction de I'adhésion bactériennes et la formation d'un biofilm (Atul Kumar et

al., 2022).

Velraeds et ses collaborateurs ont également signalé qu’un biosurfactant riche en
protéines de type surlactine provenant de Lb. Acidophilus RC14 qui est un candidat idéal pour
le développement de revétements biologiques anti-adhésifs pour les dispositifs médicaux de

type cathéter (Velraeds et al., 1998).

Golek et ses collaborateurs ont signalé que Lb. casei peut produire une glycoprotéine de
type biosurfactant riche en nature protéique avec un polysaccharide comme I'une des

principales fractions. Ils ont également signalé la présence de biosurfactants a partir de Lb.
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fermenti 126, Lb. acidophilius, Lb. casei subsp. Rhamnosus CCM 1825 et ont montré leurs
activités anti-adhésives contre Klebsiella pneumonia sur des cellules épithéliales intestinales

(Golek et al., 2009).

Walencka et ses collaborateurs ont également isolé un biosurfactant produit par Lb.
acidophilus qui inhibe le développement de biofilms chez S. aureus et S. epidermidis en
affectant I'adhésion initiale, la formation du biofilm et la dispersion des cellules. 1l a été
suggéré que l'addition de biosurfactant a des biofilms préformés conduit a une dispersion
rapide et modifie les changements morphologiques des structures du biofilm en raison de
l'altération de I'hydrophobie de la surface des cellules des bactéries testées. Cela peut
finalement entraver le taux de dépdt ainsi que le développement du biofilm (Walencka et al.,

2008).

Le biosurfactant associé¢ aux cellules brutes dérivé de Lb. rhamnosus inhibe les biofilms
produits par des bactéries potentiellement bactéries pathogenes, a savoir S. aureus et P.
aeruginosa. Les biosurfactants associés aux cellules agissent de maniere efficace sur la
croissance et l'activité antibactérienne et anti-adhésive. Des études ont démontré la production
de biosurfactant acellulaire (structure non déterminée) a partir de Lb. brevis (CVELAC) qui
empéche l'adhésion de C. albicans sur des disques en ¢lastomere de silicone de qualité
médicale. Les auteurs ont ainsi prouvé que le biosurfactant est un espoir pour les approches
biomédicales. A une concentration de 2000mg /ml, le biosurfactant a également réduit la
formation des biofilms par C. albicans de 89 et 90% apres 24 et 72 heures d'incubation

(Ceresa et al., 2015).

I1.2.3. Agent antitumorales et anticancéreuse des biosurfactants

Dans le monde, la prévalence de différents types de cancer est en augmentation. L'une
des principales préoccupations concernant les médicaments synthétiques utilisés pour traiter
le cancer est le risque de toxicité potentielle pour les cellules normales et les problemes liés a
l'efficacité des médicaments. Des ¢tudes récentes ont rapporté des activités antitumorales et
anticancéreuses de surfactants microbiens avec moins d'effets secondaires toxiques. La
perturbation du processus apoptotique conduit a la formation de tumeurs malignes. Les
biosurfactants agissent en inhibant la croissance des cellules cancéreuses et tumorales ou en
induisant I'apoptose. Par exemple, le glycolipide lipidique de type mannosyl érythritol induit
l'apoptose et l'arrét de la croissance dans les cellules de mélanome de souris (Zhao et al.,

2000 ; Cao et al., 2010).
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Chiewpattanakul et ses collaborateurs ont démontré l'activité antiproliférative des
biosurfactants monooléine contre la leucémie et le cancer du col de l'utérus
(Chiewpattanakul et al., 2010). Christova et ses collaborateurs ont également observé une
activité antiproliférative, suivie de la mort cellulaire, du lipide biosurfactant tréhalose sur des

lignées cellulaires tumorales humaines (Christova et al., 2015).

De méme, l'activité antitumorale des glycoprotéines dérivées de Lb. paracasei a été
évaluée sur deux lignées cellulaires de cancer du sein, une diminution de la viabilité cellulaire
a été observée apres 48 heures. De plus, un arrét du cycle cellulaire a été¢ observé dans les

deux lignées cellulaires (Duarte et al., 2014).

11.2.4. Activité anti-inflammatoire

Les infections a COVID-19 sont caractérisées par des réponses inflammatoires
pulmonaires et systémiques qui provoquent des tempétes de cytokines. Il en résulte une
hypersensibilit¢ et la mort d'autres cellules saines, ce qui conduit & la manifestation du
syndrome de détresse respiratoire aigué€ sévere et de la coagulation intravasculaire disséminée,
qui sont les principales causes de mortalité au cours de l'infection. Ces tempétes peuvent étre
dues a une augmentation des niveaux de molécules inflammatoires telles que I'lL-2, le TNF-a
et I'IL-6. Parallelement, une faible réponse inflammatoires peut favoriser une réponse

modérée des lymphocytes T (Garcia, 2020).

Le role anti-inflammatoires et antiviral des biosurfactants de type glycolipides
synthétiser par Rhodococcus ruber a été démontré par le biais des cytokines (TNF-a, IL-6, IL-
8, IL-12, 1I-18 et IL-1B) et des récepteurs Toll-like-2 (TLR-2). Apres une réponse
inflammatoires, ces facteurs peuvent provoquer la sécrétion de protéines a charge cationique
et d'autres especes réactives de 1'oxygene, dont le lysozyme, qui peuvent €tre utilisées a des
fins thérapeutiques. Les espéces réactives de l'oxygene produites ont des propriétés anti-
inflammatoires et antivirales qui peuvent étre utilisées comme agents thérapeutiques contre les
maladies virales. Elles peuvent étre utilisées dans la gestion de la tempéte de cytokines, qui
est une cause de dommages dans les poumons comme on le trouve chez de nombreux patients

atteints de COVID-19 (Subramaniam et al., 2020).

I1.3. Biosurfactants dans I’industrie pétrochimie et textile

Les déversements d'hydrocarbures se produisent lors du transport de marchandises ou

sous la forme de déversements d'huiles industrielles et de sous-produits. Le pétrole affecte
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négativement les membranes cellulaires des organismes vivants, posant des risques

considérables de contamination des écosystémes marins et terrestres (Silva et al., 2014).

L'Environnemental Protection Agence des Etats-Unis propose différentes techniques
physiques, chimiques et biologiques pour traiter les sols contaminés, et 1'une des techniques

les plus étudiées est la bioremédiation (Dermont et al., 2008).

La bioremédiation peut également étre réalisée par bioaugmentation, ou des micro-
organismes natifs (ex situ) sont ajoutés a un environnement pollué pour accélérer et compléter
la dégradation des polluants. Des études ultérieures ont démontré I'importance d'utiliser des

tensioactifs pour améliorer la biodégradation du pétrole (Satpute et al., 2010).

I1.3.1. Elimination des polluants organiques hydrophobes dérivés du pétrole par les

biosurfactants

Les biosurfactants améliorent ['élimination des hydrocarbures (Figure 13) par
biodégradation, solubilisation, écoulement ou émulsification (Pacwa-Plociniczak et al.,

2011)

Figure 13: Illustration de 1'action des biosurfactants sur le pétrole (Santos et al., 2016).

La capacité de solubilisation dépend de la capacité du tensioactif a augmenter la
solubilit¢ du composant hydrophobe dans la phase aqueuse. Cette capacité est
significativement augmentée par rapport a la Concentration Micellaire Critique(CMC) du fait
de la séparation des hydrocarbures dans la partie hydrophobe des micelles. Dans ce processus,

des concentrations plus ¢élevées de tensioactif sont généralement nécessaires, car la solubilité
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des composants d'hydrocarbures en solution dépend entierement de la concentration de

tensioactif (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

La mobilisation se produit a des concentrations inférieures & la Concentration
Micellaire Critique(CMC) et se divise en déplacement et dispersion. Le déplacement implique
la libération de gouttelettes liées aux hydrocarbures du milieu aqueux en raison de la tension

interfaciale réduite (Bai et al., 1997).

L'efficacité d'élimination des tensioactifs des composés hydrophobes dépend également
du pH et de la force ionique de la solution, qui peut altérer 1'alignement des micelles agrégées
et I'adsorption des tensioactifs sur le sol, limitant ainsi la migration des espéces hydrophobes.
Hydrocarbures produits par les tensioactifs. Différents biosurfactants ont été testés pour
¢liminer les produits pétroliers du sol et de l'eau contaminés. Les rhaminolipides ont été
utilisés avec succes dans les procédés de purification biotechnologiques (Abdel-Mawgoud et

al., 2010 ; Silva et al., 2014 ; Rosa et al., 2015).

I1.3.2. Elimination des métaux lourds par des biosurfactants

Les métaux lourds et les radionucléides sont des polluants persistants du sol. Des
niveaux accrus de métaux lourds dans le sol ont été signalés dans de nombreux pays
industrialisés. Les métaux et les métalloides, tels que le chrome, le cadmium, le mercure et le
plomb, peuvent menacer les écosystemes et la sant¢ humaine par le biais de la chaine
alimentaire ou par contact direct avec des sols et de 1'eau contaminés (Chakraborty et Das,

2014 ; Mao et al., 2015).

Les biosurfactants peuvent étre utilisés pour éliminer la matiere organique et les métaux
lourds (Mulligan et Wang, 2006 ; Hazra et al., 2012). Qui sont principalement adsorbés a la
surface du sol sous forme de précipitation d'ions ou de composés métalliques. L'élimination
du sol par complexation associée aux tensioactifs (Ochoa-Loza, et al., 2001) et par échange
d'ions (Swarnkar et al., 2012). Les tensioactifs, en solution, facilitent la dissolution, la
dispersion et la désorption des contaminants et permettent la réutilisation du sol (Hashim et
al., 2011). Les propriétés ioniques, la biodégradabilité, la faible toxicité et les excellentes
propriétés de surface permettent au biosurfactant d'étre adapté a 1'élimination des métaux

lourds des sédiments et des sols (Sabatini et al., 2000).
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Les Mécanismes d'¢limination des métaux lourds par les biosurfactants sont multiples
(Figure 14), tels que (Kitamoto et al., 2002).
*Sorption du biosurfactant a la surface du sol et complexation avec le métal ;
*Détachement du métal du sol vers la solution ;

*Association avec les micelles. Les métaux lourds sont piégés dans les micelles par des
interactions ¢€lectrostatiques et peuvent étre facilement récupérés par des méthodes de

précipitation ou de séparation par membrane.

Agent tensioactif monomeére

4 3- précipitation du biosurfactant 3 partir du

¢
by
= .. complexe.

o A

2- Désorption des complexes métalliques biosurfactants
de la matrice du sol et incorporation du métal dans les
micelles.

1- sorption de molécules de biosurfactant a la surface
du sol et complexation avec des métaux lourds.

Metal lourd (@) Adseorbé 3 la surface de sol

Figure 14: Mécanisme d'élimination des métaux lours par les biosurfactants (Santos et al.,

2016).

Les biosurfactants anioniques créent des complexes non ioniques avec les métaux par le
biais de liaisons ioniques. Comme ces liaisons sont plus fortes que celles entre le métal et le
sol, le complexe métal-biosurfactant est détaché du sol en raison de la réduction de la tension
interfaciale. Les biosurfactants cationiques peuvent remplacer les complexes non ioniques de

facon similaire (Summers, 2011).
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Les biosurfactants cationiques peuvent remplacer les ions métalliques de charge
similaire par un échange d'ions (compétition pour les surfaces chargées négativement). Les
micelles de tensioactifs peuvent également étre utilisées pour éliminer les ions métalliques de

la surface du sol (Summers, 2011).

Les biosurfactants ont également été utilisés dans les processus miniers. Le tensioactif
produit par Pseudomonas sp. Et Alcaligenes sp. ont été utilisé pour la séparation par flottation
de la calcite et du chélate, le taux de récupération de tungstate de calcium (CaWO,) est de
95 % et le taux de récupération de carbonate de sodium (CaCOs) est de 30 %, et les réactifs
chimiques conventionnels ne peuvent pas séparer ces deux minéraux (Nitschke et Pastore,

2002).

11.3.3. Application des biosurfactants comme agent anticorrosion

La corrosion est un probléme majeur dans l'industrie pétroliére. Toutes les machines
utilisées dans les usines pétrochimiques, la récupération des puits et le transport sont
corrodées, ce qui affecte négativement les investissements dans l'industrie pétroliere

(Holmberg et al., 2002 ; Abbasov et al., 2015).

La corrosion commence également par I'accumulation de protons a la surface du métal
(Figure 15) et la réaction ¢électrochimique irréversible des atomes métalliques. Les cations du
métal se dissolvent dans la phase bleue ou réagissent avec les anions, y compris le soufte,
exposant ainsi une plus grande partie de la surface du métal a d'autres attaques (Holmberg et
al., 2002).Pendant de nombreuses années, la recherche s'est concentrée sur les inhibiteurs de
corrosion en tant que méthode de prévention la plus importante (Saji, 2010;Malik et al.,

2011).

Figure 15: Corrosion générale (rouille) d'une piece en acier (Ropital, 2009).
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De nombreux biosurfactants ont des propriétés anti-corrosion, de sorte que les métaux
utilisés dans les climatiseurs peuvent retarder le processus de corrosion (Korenblum et al.,
2012 ; Araujo et al.,, 2013). Dans I’étude du comportement a la corrosion des surfaces
métalliques réalis€ par Dogbert et ses collaborateurs, ils ont décrit que la présence de
biosurfactants produits par Pseudomonas fluorescence retardait significativement la corrosion

des aciers inoxydables AISI 304 sur les surfaces métalliques (Dagbert et al., 2006).

11.3.3.1. Corrosion bactérienne

Il existe d'énormes espeéces microbiennes corrosives (Figure 16), les bactéries sulfato-
réductrices (BSR), les bactéries ferreuses (BF), les bactéries oxydantes du manganése (BOM),
les bactéries productrices d'acide, les archées,....ctc. (Beech et Sunner, 2004 ; Rajasekar et
al ., 2010). Les taux de corrosion sur les surfaces métalliques peuvent étre accélérés ou

modifiés (Narenkumar et al., 2017 ;Rajasekar et al., 2017).

Figure 16: Exemple de bactéries responsable de la corrosion bactérienne (Florence et

al., 2016).

La corrosion microbienne représente environ 30 a 40 % de tous les problémes de
corrosion rencontrés dans l'industrie pétroliere et gazi¢re. Elle commence dans un état de
croissance constructive avec de nombreux especes microbiennes formant des biofilms sur les
surfaces métalliques, qui sont continuellement entourées de polymeres extracellulaires
souvent de nature exo-polysaccharidique (EPS). Dans certaines conditions, les biofilms et
leurs métabolites peuvent altérer les propriétés électrochimiques des surfaces métalliques,
entrainant une corrosion sévere. Ceci est suivi d'une détérioration du métal et d'une

défaillance structurelle (Zarasvand et Rai, 2014 ; Parthipan et al., 2017).
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I1.3.3.2. Mécanismes d'inhibition de la biocorrosion par un biosurfactant

Le processus d'inhibition de la biocorrosion commence par l'inhibition de la croissance
bactérienne et de son développement sous forme de biofilm (Figure 17.a et b).Il est bien
¢tudi¢ que les biosurfactants ont une activité antibactérienne et anti-biofilm contre de
nombreuses bactéries, ils absorbent la membrane externe de la cellule bactérienne et bloquent

la réaction biologique, les perturbent et les conduisent a la mort (Shaban et al., 2013).

Le processus de corrosion a base chimique a été inhibé par un processus dans lequel, en
général, la téte hydrophile des molécules de biosurfactant (groupe polaire ou ionique)
s’absorbe sur la surface du métal et sa téte hydrophobe s'é¢loigne de la solution et elle forme
une couche trés compacte en tant que barriére isolante pour empécher les espéces corrosives
d'entrer en contact avec le métal (Figure 17. c), afin que la protection ultérieure soit assurée
par le développement d'une série de queues hydrophobes (Asefi et al., 2010 ; Heakal et al.,
2017).

Antibiofilm Antiadhésion
Biofilm /s -

o % o ‘h‘ - Bactéries
— Biosurfactants
A
Activités des 4 Antimicrobienne
biosurfactants
Anticorrosion
Bactéries

S [y

[- — Biosurfactants

Figure 17: Activités des biosurfactants.
(a) Activité anti-biofilm et anti-adhésive, (b) Activité antimicrobienne et (c) activité

anticorrosion (Maria da Gloria et Sarubbo, 2021).
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I1 est bien connu I’adsorption des molécules de biosurfactants sur la surface du métal est
une phase initiale du mécanisme d’inhibition dans le cas des métaux. La présence de
plusieurs pics, qui représentent O-H, CH,, CH3, COO-, C-O, C-O- par I’analyse FT-IR, dans
le produit de corrosion confirme que I’inhibiteur, le biosurfactant, forme un film protecteur

sur la surface du métal (Ituen et al., 2016).

L'adsorption des molécules de biosurfactant sur la surface du métal est due a l'énergie
d'interaction ¢élevée entre les molécules de biosurfactant et le métal. Il a révélé que l'activité
d'inhibition de la corrosion des biosurfactants est due a I'adsorption des groupes fonctionnels

du biosurfactant sur la surface du métal (Olajire, 2017).
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I11. Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé au niveau des laboratoires de la Faculté des Sciences de la

Nature et de la Vie et des Sciences de la Terre, Université Akli Mohand Oulhadj-Bouira.

L’objectif principal de ce travail est 1’étude des propriétés biologiques des
biosurfactants produits par différentes souches microbiennes qui sont isolées et purifiés par
notre équipe de recherche de laboratoire de microbiologie de Laboratoire de Biomathématiques,
Biophysique, Biochimie et Scientométrie (L3BS), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,

Université de Bejaia.
II1.1.Matériel

Le matériel et la verrerie dans notre étude sont présentés dans I’annexe N°01. Les
milieux de cultures utilisés dans la réalisation de I’activité antimicrobienne sont présentés

dans 1’annexe N°02.
111.2.Méthodes
II1.2.1.Production et extraction des biosurfactants

La production de biosurfactants par I'utilisation de milieu de culture MSM, a été
réalisée selon le protocole décrit par Yalaoui-Guellalet ses collaborateurs. Bréi¢vement, la
fermentation a été réalisée dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de MSM
supplémenté par 2% de glucose et 0,1 g/l d'extrait de levure (Annexe 02). Le milieu de
production a ¢été inoculé¢ a 30 ° C/ 150 rpm pendant 7 jours (Figure 18).Les mouts de
fermentation obtenus apres 7 jours (168h) d’incubation ont été récupérés par centrifugation a
8000 g/ 20 min), Une fois les 20 minutes sont achevées, le surnageant récupéré a été acidifié
a pH 2,5 par I’HCI a 6N, laissé a 4°C pendant une nuit, puis lyophiliser (Yalaoui-Guellal et
al,, 2018).
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le milieu est répartit dans des flacons de 250
ml le tout est autoclavé a 120°C pendant 20
minutes.

1 litre de milien de culture
MSM Complété par 2% de
glucose Et 0,1 o/l d'extrait

de le;we. Ajuster le pH de milieu M M

avecleNaOH A 7.2, ‘ [

- — — —

Apres la fermentation, le milieu est réparté dans
des tubes, puis centrifugé, ensuite le culont est
jeté alors que le surnageant est récupére et
acidifier a pH 2 est le maintenant a 4 °C pendant
une nuit, puis lyphilisé a 'aide un Iyophilisateur.

Le milieu MSM est inoculé par 1 ml d'inoculum, puis
la fermentation s'effectue dans un agitateur orbitale,
pendant 7 jours.

Figure 18: Production de biosurfactants par milieu MSM.

I11.2.2. Préparation de biosurfactants
Un extrait brut de chaque biosurfactants, codés BS1, BS2, BS3 et BSS5, a été préparé
dans I’eau distillée a 2% (p/v), et conservé dans des flacons de verre stériles séparés. Ces

solutions stocks ont été utilisées pour déterminer les activités biologiques de chaque

biosurfactant (Yalaoui-Guellal et al., 2020).

II1.2.3.Mesure de P’activité d’émulsification(E,4)

L'activité d'émulsification a été¢ déterminée selon la méthode de Yalaoui-Galluel et ses
collaborateurs. Le Protocol du test consiste a mélanger 2 ml de la solution stock de

biosurfactant, codés BS1, BS2, BS3 et BSS5, dans un tube a essai puis rajouter 2 ml de pétrole,
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le mélange est homogénéisé a 1’aide d’un vortex a une grande vitesse pendant 2 minutes, et

laissé au repos (Figure 19).

Péatrole
L i
-
Solation
biosurfactant

4 4

4

Agitation de la solution par un vortex

Figure 19: Test de l'indice d'émulsification.

Apres 24 heures, la hauteur (h) de la couche d'émulsion stable est mesurée. L'indice
d'émulsion calculé, E,s, est le rapport de la hauteur de la couche d'émulsion et la hauteur

totale du liquide (Yalaoui-Guellal et al., 2018).
E24 % = [h émulsion /h total] x 100................... (1)
II1.2.4. Activité anti-inflammatoire

Selon les méthodes de Karthik, de Rani et ses collaborateurs, 1’activité anti-
inflammatoire des biosurfactants, codés BS1, BS2, BS3 et BS5,a été étudiée en utilisant la

technique d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine avec quelques modifications (Figure
20).

Le mélange réactionnel contenait 1 ml de biosurfactants d’une concentration de 2mg/ml,
en utilisant de 1'eau distillée comme solvant, et on ajoute 1 ml de solution aqueuse a 0,2%

d’albumine de sérum bovin (BSA) préparé dans le tris-HCL (0,05M, pH 6,8) (Annexe 03).
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T

1 ml de BS 2 mg/ml
+

1 ml de (0.2%) BSA

o
(standard) (contrd
’ controle)
1 ml d'Thuprofen 2 mg/ml 5 ml de (0.2%) BSA
+
5mlde BSA Sl}ul;’eml

T

L

i

—
.

T
_._.__r

Tous les échantillons ont été incubés a 37C°

Durant 15 minutes,
Puis chauffésa 72C° pendant 10 minutes.

Figure 20: Test de 'activité anti-inflammatoire.

Le Standard I’Ibuprofen (2 mg/ml)a ét¢ mélangé avec 5 ml de solution BSA (0, 2%).50

ul d’eau distillée ont été mélangée avec 5 ml de BSA et utilisée comme contrdle (Karthik

2013 ; Rani et al., 2014).

Tous les échantillons ont été incubés a 37C° durant 15 minutes, puis chauffés a 72C°

pendant 10 minutes. Aprés 10 minutes de refroidissement on mesure la turbidit¢ a 660 nm,

dans spectrophotometre UV/ Vis. A D’aide de la formule suivante on détermine, le

pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines :

% Inhibition = [(Abs; — Abs;) / Abs;] X 100...................

()

Ou Abs; est I’absorbance du controle positif, Abs; est I’absorbance de 1’échantillon.
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II1.2.5. Stabilisation des membranes
I11.2.5.1. Préparation des globules rouges

Un prélévement de sang sur des individus en bonne santé, dans des tubes héparinés, a

été effectué, la préparation des suspensions de globules rouges a été réalisée comme suit :

-Apres la centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes, les tubes ont été lavés trois fois avec

2 volumes de solution saline normale (10mM, 154mM Nacl, pH 7,4).

-Apres lavage, le volume de sang a été reconstitué sous forme de suspension d’érythrocytes a
10% avec du sérum physiologique (PBS isosaline) (Umapathy et al., 2010 ; Abd-Alrahman
et al., 2013 ; Rani et al., 2014).

I11.2.5.2.Hémolyse induite par ’hypotonicité

Le test d'hémolyse induite par I’hypotonicité a été réalisé selon la méthode de Oyedapo
et ses collaborateurs et Rani et ses collaborateurs avec quelques modifications (Figure 21)

(Oyedapo et al., 2010 ; Rani et al., 2014).

*Expérience 01: Le mélange réactionnel était composé de 1 ml biosurfactants 2 mg/ml, puis

on ajoute :

-1 ml d’isosaline (solution tampon phosphate 10 mM, 154 Mm Nacl pH = 7,4) (Annexe 03).
-2 ml d’hyposaline (solution tampon phosphate 10 mM, 50 mM Nacl pH = 7,4) (Annexe 03).
-0,5 ml de globule rouge a 10% préparé¢ dans 1’isosaline.

*Expérience (2:1’anti-inflammatoire Ibuprofen (2mg/ml) a été utilisé comme standard.
*Expérience 03:Témoin, 1 ml d’isosaline a été utilis¢ comme test de contrdle.

Tous les tubes préparés ont €té incubés pendant 30 minutes, dans un bain marie a
37C°.Centrifugation a 2500 g pendant 5 minutes. Apreés 10 minutes de refroidissement on
mesure la turbidité a 560 nm, dans spectrophotométre UV/ Vis. Le calcul de pourcentage

d’inhibition de I’hémolyse par la formule (2) ci-dessus.
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Tmg
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| ml d'fsosaline
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Tous e echanfiflons ont &€ meubés 2 30C°
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Puis centrifugé d 2500 tours | minate peadant 3 min.

Figure 21: Test de I'némolyse induite par I'hypotonicité.

I11.2.5.3.Hémolyse induite par la chaleur

Le test d'hémolyse induite par la chaleur a été réalisé selon la méthode de Rani et ses

collaborateurs avec quelques modifications (Figure 22) (Rani et al., 2014).

*Expérience 01 :500 pL de suspension de globule rouge a 10% ont été ajoutés a 500 pl de

biosurfactants 2 mg/ml.
*Expérience (2:1’anti-inflammatoire Ibuprofen (2 pg/ml) a été utilisé comme standard.

*Expérience 03:Témoin, Le controle a été mesuré avec 500 pl de suspension de GR (10%)

avec une solution isosaline.
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Les expériences ont été incubées a 56C° pendant 30 minutes dans un bain marie. Apres

refroidissement des tubes a essai, une centrifugation a 2500 tour/minute pendant 5 minutes a

¢t¢ effectuée. En suite [’absorbance du surnageant a ¢ét¢é mesurée a 560 nm au

spectrophotomeétre. Le pourcentage d’inhibition d’hémolyse a été calculé selon 1’équation ci-

dessus, formule (2).

500 ul de suspension
GR (10%)
+
300 ul de BS 2 mg/ml

v :
(controle)
) méj[t;lnd;;i]rufen 500 ul de suspension
GR (10%)
+
solution saline

Tous les échantillons ont &é incubés a 56C°
Durant 30 minutes, dans un bain marie
Puis centrifugé a 2500 tours / minute pendant 5 min.

Figure 22: Test de 'hémolyse induite par la chaleur.
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II1.2.6. Activité antimicrobienne

L’évaluation de D’effet antimicrobien a ¢été adoptée selon la méthode décrite
précédemment par Yalaoui-Guellalet ses collaborateurs. Pour réaliser cette activité
antibactérienne (Figure 23), les solutions stocks des biosurfactants (BS1, BS2, BS3, BSS5)
d’une concentration de 2 mg/ml ont été¢ passées a travers un filtre 8 membrane de 0,22 pm

pour stérilisation (Yalaoui-Guellal et al., 2020).

(
(

)
7
- - + s R +
N\x ”
Préparation d’extrait De préparation de 10 suspensions @ = (] |

(BS1, BS2, BS3, BSS) bactériennes qui ont les mémes
Dans le méthanol d’une concentrations ; e
Concentrafion ds 2 gl L’ensemencements des differentes

Suspensions bactériennes sur 60 boites
De pétri contenu Le milieu MH i I'aide
d'un écouvillon.

N
n

Test des puits Test des disques Test des spots
(BS1, BSS) (BS2, BSY) (BSL, BSS) (BS2, BS3) (BSL, BS3) (BS2, BS3)

Figure 23: Test de I'activité antimicrobienne.
I11.2.6.1. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries testées comprenaient les bactéries Gram positives suivantes
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA), Staphylococcus aureus (S4 et SA)
et Bacillus subtilis (S8 et BS). Les bactéries Gram négatives €taient : Escherichia coli (S1 et
EC), Pseudomonas aeroginosa (S3), Klebsiella pneumoniae (S7) et Shigella flexneri (Shi).
Pour les expériences, les bactéries testes ont été enrichis puis incubés a 37°C pendant 18 a 24

heures. Ces cultures étaient celles utilisées pour tester 1'activité antimicrobienne des solutions
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stocks de biosurfactants (2 mg/ml) et la densité optique a été ajustée a des normes de turbidité
de 0,5 McFarland. Ensuite, un ensemencement par €couvillonnage a été réalisé sur milieu
Muller Hinton. Cette activité antibactérienne a été évaluée en utilisant la méthode des puits, la
méthode des spots et parla méthode de diffusion par disque (Brahmi et al., 2020 ;Yalaoui-
Guellalet al., 2020).

I11.2.6.2.Test des puits

A I’aide d’un emporte-piece, des puits de 6 mm de diametre chacun ont été creusés
dans le milieu Muller Hinton préalablement ensemencé par €couvillonnage avec les bactéries
testes. Une quantité de 25 pul des solutions stocks de biosurfactants (BS1, BS2, BS3 et BSS)
ont été déposée dans chaque puits. Les boites sont placées a 4°C pendant 2h pour permettre la
diffusion des substances actives (biosurfactant) tout en arrétant momentanément la croissance
des germes cibles, puis incubées a 37°C pour les bactéries. Les diametres d’inhibitions autour

du puits ont été mesurés aprés 18 h a 24 heures.
I11.2.6.3. Test des spots

Dans la méthode des spots, un volume de 5 ul des solutions stocks de biosurfactants
(BS1, BS2, BS3 et BSS5) ont été déposé directement sur le milieu Muller Hinton
préalablement ensemencé par écouvillonnage avec les bactéries testes apres incubation a 37°C

pendant 18 a 24 heures, le diametre de la zone d'inhibition a été mesuré€.
I11.2.6.4. Test de diffusion par disque

Pour la méthode de diffusion sur disque, des disques filtrants stériles (diamétre 6 mm)
ont ét¢ imprégnés de 5 pl de solutions stocks de biosurfactants (BS1, BS2, BS3 et BSS) et
placés stérilement sur le milieu Muller Hinton préalablement ensemencé par écouvillonnage
avec les bactéries testes. Aprés incubation a 37°C pendant 18 a 24 heures, le diamétre de la

zone d'inhibition a été mesuré.

Chaque expérience a été réalisée en duplicata et le diamétre moyen de la zone

d'inhibition a été enregistré.
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IV. Résultats et discussions
IV.1. Production des biosurfactants

La production de biosurfactant par différentes souches a été réalisée dans un bouillon
MSM complété par 2% (v/v) de glucose et 0,1 g/L d'extrait de levure. Les cellules ont été
incubées a 30°C sous agitation a 150 rpm pendant 96 h. Apres extraction par précipitation
acide une quantité¢ de biosurfactant brut lyophilisé a été obtenu et enregistré dans le tableau

suivant.

Tableau 4 : Poids sec des biosurfactants produits par les souches étudiées.

Souches étudiées  Poids sec des biosurfactants (g/L)

S1 1,13+0,0013
S2 2,24+0,0014
S3 1,98+0,0012
S4 1,54+0,0021
SS 2,97 £0,0036
S12 1,75+0,0026

Le poids sec de biosurfactant le plus élevé était trouvé chez la souche S5 qui a produit
2,97 £ 0,0036 g/L de biosurfactant brut, suivi de souche S2 (2,24 + 0,0014 g/L). Les souches
S3, S4 et S12 ont produit 1,98 = 0,0012, 1,54 £+ 0,0021 et 1,75 £+ 0,0026 g/L respectivement.

La production la plus faible a été enregistrée chez la souche S1 avec 1,13 = 0,0013 g/L.

Des rendements importants de 2.7 g/l en biosurfactants et forte stabilité¢ des émulsions
¢taient obtenus dans les travaux de Sifour et ses collaborateurs sur Pseudomonas aeruginosa
lorsque la source de carbone utilisée était I’huile végétale et pas I’hydrocarbure (Sifour et al.,

2007).

D’aprés les différentes recherches précédentes les chercheurs on prouve, que avait un
meilleurs rendement en utilisant les déchets agroalimentaire comme une source renouvelable,

et peu couteuse.
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IV.2.Index de I’émulsification (E,4)

Dans le but d’estimer la production des biosurfactants chez les souches isolées, le test
d’émulsification (E24) est mis en évidence. Ce dernier consiste a 1’homogénéisation d’un
volume de milieu de culture MSM avec le méme volume de pétrole, le résultat maximal a été
observé chez la souche S5 avec un pourcentage de 52.38, et le résultat minimum été observé
chez la souche S4 avec un pourcentage de 47.61 et pour la suite des souches S1, S2, S12, S3

on a observé des résultats (52.27%, 52.17%, 50%, 47.82%) respectivement (Figure 24).

100

S0 -
40
30
20 -
10
] : : .
51 52 53 54 55 511

E 24 (%)

Suucht.

Figure 24:Pourcentage d'indice d'émulsification chez différentes souches.

Des résultats proches ont été¢ enregistrés par (Benincasa et Accorsini, 2008) chez
I’espece B.subtilis avec un index d’émulsion de 50% et 58% respectivement. Des études ont
rapporté que différentes souches de Pseudomonas aeruginosa sont dotées de pouvoir
émulsifiant et stabilisateur de plusieurs types d’hydrocarbures et des huiles (Patel et Desai,
1997).

Pereira et ses collaborateurs ont isolé une souche appartenant au genre de B.subtilis a
partir d’un champ pétrolier au Brésil, avec un pouvoir émulsifiant de n-hexadecane de 52.7 %

(Pereira et al., 2013).
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IV.3. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est un processus complexe, fréquemment associ¢ a la douleur, qui
implique des phénomenes tels que l'augmentation de la perméabilité vasculaire, la
dénaturation des protéines et l'altération des membranes (Dold et al., 2002). La dénaturation
des protéines est une cause bien documentée d'inflammation (Mizushima et Kobayashi,

1968).

Les biosurfactant provenant des produits naturels synthétisés par des microorganismes
ont été signalés comme ayant de multiples activités biologiques, y compris des propriétés
anti-inflammatoires, la (Figure 25) représente la courbe d’inhibition de la dénaturation de

I’albumine en fonction de concentrations (2mg/ml) des biosurfactants.

BS2 BS3 BS5

Standard BS1

100 +

90

80

70 -

60 -

50

% inhibition

40

30 -

20 A

Figure 25: Pourcentage d'inhibition de la dénaturation de 1'albumine.

D’apres nos résultats tous les biosurfactants ont inhibé la dénaturation de I'albumine, et
une concentration testée de 2 mg/mL donne une inhibition de 95,43+0.002% avec le BS3 qui
était approximativement plus élevées que celles des médicaments standards de (I’Ibuprofen),
le médicament anti-inflammatoire donnant une inhibition de 93.044+0.004% avec une
concentration de 2 mg/mL suivi par le BS5 93.10+£0.005%. Une inhibition de 91.33+0,006%,
91.2440.008% a été observé chez le BS1, BS2.
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La capacité de biosurfactant a réduire la dénaturation thermique des protéines est peut-
étre un facteur contribuant a son activité anti-inflammatoire, et qu'ils pouvaient étre un agent
thérapeutique potentiel pour les troubles inflammatoires. Les données de nos études suggerent
que les biosurfactants ont montré une activité anti-inflammatoire significative par les
méthodes in vitro testées. Le BS a ¢galement montré des effets anti-inflammatoires
significatifs sur la protéine BSA, Les biosurfactants devraient étre exploré comme un nouvel

agent anti-inflammatoire a utiliser dans les médicaments.

Par ailleurs, 1’évaluation des effets anti-inflammatoires sur la dénaturation des protéines
a été entreprise par Umapathy et ses collaborateurs, en utilisant 1’extrait de plante Albuca
setosa leurs résultats a la dose de 500 et 125 pg/ml a montré une inhibition significative de la
dénaturation des protéines de l'albumine (59 et 65 % respectivement). L'indométhacine a
montré une inhibition de 48% par rapport au contrdle, La capacité de l'extrait a inhiber la
dénaturation thermique et hypotonique des protéines peut contribuer a ses propriétés anti-

inflammatoires (Umapathy et al., 2010).
IV .4. Stabilisation des membranes

Pour confirmer l'action stabilisatrice de la membrane de BS, des expériences ont été
réalisées sur la membrane de I'érythrocyte, la (Figure 26) représente la courbe d’inhibition de
I’hémolyse induite par I’hypotonicité et la (Figure 27) représente une courbe d’inhibition de

I’hémolyse induite par la chaleur.

100 +
90 -
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40
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30 -

2 J
0 ] |
BS2 BS3 BS5

Standard BS1

Figure 26: Pourcentage d'inhibition d'hémolyse induite par I'hypotonicité.
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Figure 27: Pourcentage d'inhibition d'hémolyse induite par la chaleur.

Dans [D’expérience, réalisée sur la membrane de 1'érythrocyte, montrent que les
biosurfactants ont inhibé 1'hémolyse des érythrocytes induite a la fois par une solution
hypotonique et par la chaleur. Les biosurfactants ont présenté une stabilit¢ membranaire
minimale de 8.26% 0,02% et une activité maximale de 18.59+ 0.02% de 1’hémolyse induite
par I’hypotonicité, le médicament anti-inflammatoire standard (Ibuprofen) a 2 mg/mL a
exercé une stabilité membranaire maximale de 19.861£0.02%. De plus, les biosurfactants
montrent une stabilit¢é membranaire de 1’hémolyse induite par la chaleur maximale de 51.9+
0.1% avec une concentration de 2 mg/ml, qui est un résultat approximativement plus élevées
que celles des médicaments standards 0 £ 0%. Les biosurfactants ont également montré des
effets sur la stabilisation des membranes érythrocytaires exposées a I'hémolyse induite par la
chaleur et I'hypotonie, donc il a été confirmé que les biosurfactants possedent de propriétés de

stabilisation de la membrane.

D’apres Umapathy et ses collaborateurs les résultats de 1’extrait de plante Albuca
setosa aux concentrations de 500 et 250 pg/ml, ont montré une protection de 38 et 34 %,
respectivement, alors que 1'indométhacine a 100 pg/ml a montré une inhibition de 24 % de
I'hémolyse des globules rouges induite par la chaleur. Et aussi Les résultats montre que
I’extrait Albuca setosa a la concentration de 500 et 250 pg/ml, ont montré une protection de
30% alors que l'indométhacine a 100 pg/ml a montré une inhibition de 34% de I'hémolyse des

RBC, la plante Albuca setosa posséde une propriété de stabilisation de la membrane, car elle
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offre une protection significative de la membrane des globules rouges humains contre la lyse

induite par la chaleur ou le milieu hypotonique (Umapathy et al., 2010).

Un aspect clé de la réponse inflammatoire est l'infiltration cellulaire en raison du role
central joué par les leucocytes. Comme dans le cadre de leur role défensif pendant
l'inflammation, ces cellules libérent leur contenu lysosomal, ce qui provoque des dommages

tissulaires et I'inflammation (Okoli et al., 2008 ; Chou, 1997).

Une telle 1ésion de la membrane cellulaire rendra la cellule plus sensible aux dommages
secondaires. Les protéines membranaires sont en grande partie responsables des propriétés
physiques de la membrane cellulaire et peuvent contribuer a la régulation du volume et de la
teneur en eau des cellules en contrélant le mouvement des ions sodium et de potassium (Okoli

et al., 2008 ; Rowman,1996).

L’inhibition de I'hémolyse des GR fournira de bonnes informations sur le processus
inflammatoire d'autant plus que les deux événements sont également consécutifs a une
blessure. La lésion de la membrane du lysosome déclenche généralement la libération de la
phospholipase A2 qui agit pour produire des médiateurs inflammatoires (Umukoro et al.,

2006 ; Aitadafoun et al., 1996).

La stabilisation des membranes de ces cellules inhibe la lyse et la libération du
cytoplasme ce qui limite les dommages tissulaires et l'exacerbation de la réponse

inflammatoire (Okoli et al., 2008).
IV.5.Test d’activité antimicrobienne du biosurfactant

Le test de sensibilité antimicrobienne a permis de montrer la présence d’une activité
Contre des bactéries Gram négatif et Gram positif, La mesure des diametres de zones de lyse

obtenues sont représentés dans les graphes ci-dessous.
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Figure 28: Test d'activité antimicrobienne par la méthode de puits.

Les résultats de test d’activité antimicrobienne pas la méthode de puits ont montré que
les meilleurs zones d’inhibitions été remarqué chez la souche Staphylococcus aureus (RS4)
par le BS1 avec un diamétre de 18 mm, suivi de la souche Klebsiella pneumanie(RS7),
Escherichia coli (REC) par le BS5 avec une valeur de 17 mm, et une faible d’inhibition été
observé chez la souche Pseudomonas aeroginosa (RS3) par le BS1, et aucun effet n’a été
observé chez les souches RS1, RS1, RS3,RS5, RS8, RBS, RSA par les biosurfactants, BS5,
BS2, BS3, BS2, BS3, BS1, BS1, BS2, BS3, BSS5, BS2, BS3 respectivement.

REC L
Rshi = :
RSA T BS5

e
RBS 4 1 = BS3

RSS [ |

RS7 — | mBS2
MRSA — = BS1
RS4 —

RS3 —
RS1 A e B

1
T T T T 1

0 5 10 15 20 25

Souche -test

Diamétre (mm)

Figure 29: Test d'activité antimicrobienne par la méthode de spots.

Les résultats de test d’activité antimicrobienne pas la méthode de spots ont montré que

les meilleurs zones d’inhibitions été remarqué chez la souche Escherichia coli(REC) par le
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BS2 avec un diamétre de 16 mm, suivi de la souche Shigella flexneri (Rshi), par le BS2 avec
un diametre de 15 mm et Staphylococcus aureus (RS4) par le BS3 avec une valeur de 15 mm,
et une faible d’inhibition été observé chez la souche Bacillus subtilis (RS8) par le BS2, et
BS3 suivi de la souche Bacillus subtilis(RBS) par le BS3,BS5 aucun effet n’a été¢ observé
chez les souches (RS1 par BS1)(RS1, BS2),(RS1, BS3), (RS1, BS5), (BS3, avec le BS1, BS2,
BS3, BS5) (RS4, par BSI, BS5) (RS5, avec le BS1,BS2,BS3, BSS5), ( RS7,
BS1,BS2,BS3,BS5), (RS8, BS1, BS5), (RBS, BS2), (RSA, BS1,BS2,BS3,BS5), (Rshi, BS1,
BSS), et (REC, par BS1, BSS).

i —
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Figure 30: Test d'activité antimicrobienne par la méthode de disques.

Les résultats de test d’activité antimicrobienne pas la méthode de puits ont montré que
les meilleurs zones d’inhibitions été remarqué chez la souche Staphylococcus aureus (MRSA)
par le BS3 et Staphylococcus aureus (RS4) par le BS1 avec un diameétre 20 mm, suivi de la
souche Shigella flexneri (Rshi), par le BS3 avec une valeur de 15 mm, et une faible
d’inhibition été observé chez la souche (RS1 par BSS) (RS7, BS1), (RS8, BS1, BS2, BS3),
(RBS, BS1), et aucun effet n’a été observé chez les souches (RS1, BS2), (RS3, BS2, BSS),
(RS4, BS2, BSS), (RSS5, BS2), (RS7, BS2, BSS), (RS8, BSS), (RBS, BS2), (RSA, BS2, BSS),
(Rshi, BS2), (REC, BS2, BS5S).

D’apres les différentes méthodes utilisées de 1’activité antimicrobienne, on a remarqué
que la meilleure méthode c’est la diffusion par puits, car elle a arrivé a inhiber presque la
plupart des souches testées, la méthode par disques a monter des moyens valeurs d’inhibition,

ainsi que la méthode des spots a monter des faible valeurs d’inhibition.
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Dans les travaux de Bradshaw, les biosurfactants testé envers les microorganismes ont
montré une faible activité contre S. aureus, une activité élevée contre E.coli de méme, une
activité antibactérienne minimale a ét¢ montrée contre S.aureus avec une zone d'inhibition de

9 mm et une activité antibactérienne maximale contre K. pneomoniae (Bradshaw LJ, 1992).

Giri et ses collaborateurs ont montré que les deux biosurfactants effectueux contre les
souches testées a différents degrés BS-VS16 ont donné la plus grande zone d'inhibition (12,6
mm) contre S. aureus ATCC 29523, tandis que BS-VSG4 a montré la plus grande zone
d'inhibition contre E. coli MTCC 65 (13 mm). Les deux biosurfactants ont tres effectivement

inhibé la croissance des bactéries Gram-positives et Gram-négatives testées (Giri et al., 2019)

Les biosurfactants produits par B. subtilis B38 ont présenté un effet bactéricide contre
d'importantes bactéries d'altération des aliments et des agents pathogenes d'origine
alimentaire, notamment Listeria monocytogenes, Enterococcusfaecaliset

Salmonellaenteritidis (Tebbene et al., 2010)

Singh et Cameotra, ont montré une activit¢ non sélective contre les souches
bactériennes Gram-positives et Gram-négatives. Ceci est tout a fait contraire aux rapports
précédents sur les actions antimicrobiennes des biosurfactants ou les LPBS ont été rapportés
comme étant actifs principalement contre les souches bactériennes Gram-positives ou Gram-
négatives .Cela peut €tre di a la production de différentes isoformes de LPBs, qui montrent un
effet antagoniste sur les souches Gram-positives et Gram-négatives. Il a été rapporté
précédemment que différentes isoformes des LPBs sont produites en fonction du
microorganisme, du substrat utilis¢é et des conditions de culture employées (Singh et

Cameotra, 2004).
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Conclusion

Les biosurfactants sont des molécules biotechnologiques importantes produites a partir
de microorganismes, ils sont classés en plusieurs types: les glycolipides, les phospholipides,
les lipopeptides ...), leur effet direct sur la tension interfaciale et superficielle leur ouvre un

champ d'applications trés large, en industrie, en médecine et a I'environnement.

Ce travail est une synthese bibliographique de différents travaux de recherche sur les
biosurfactants, leur structure, leur classification, ainsi que leur mécanisme de production, La
présence d'études a suscité beaucoup d'informations importantes sur 1'évolution de la
production des biosurfactants et de leurs propriétés biologiques. Parmi les différentes
propriétés biologiques des biosurfactants nous avons mentionné I’activité¢ anti-inflammatoire,
Pactivité  antimicrobienne, [D’activité anti-biofilm, 1’activité antiadhésif, 1’activité

anticorrosion, 1’activité antiviral et anticancéreuse.

L’objectif de notre travail c’est 1’é¢tude des propriétés biologiques des biosurfactants
produits pas des bactéries hydrocarbonoclastes, on a commencé par la production des
biosurfactants par 1’utilisation de 06 souches bactériennes différentes (S1, S2, S3, S4,S5,S12)
et on a obtenu un meilleur rendement de production par la souches S5 avec une quantité de
2.57 g/l puis on a suivi le test d’indice d’émulsification (E4), ce qui nous permis de savoir
I’évolution de la production du biosurfactants. Le test d’activité anti-inflammatoire de
biosurfactants BS1, BS2, BS3, BS5 ont montré une meilleur inhibition de la dénaturation de
I’albumine, avec une valeur maximale de 95.43 + 0.07% et une valeur minimal de 91.24 +
0.1%, tandis que un effet maximale de 18.59 + 0.05% été observé dans la stabilisation de
membranes d’hémolyse induite par I’hypotonicité, et un effet minimal de 8.26+0.09% ainsi
que une meilleur valeur de 51.9+ 0.1% été observé dans le test d’hémolyse induite par la
chaleur. Le test d’activité antimicrobienne a été réalisé sur 10 souches différentes, les
meilleurs zones d’inhibition étaient observé (plus grande zone de lyse, 20 mm)correspond aux

BS1 et BS3 contre la souche Staphylococcus aureus(RS4, RSS).

Le travail a été réalis€¢ dans une durée limitée et avec un manque de moyens de
matériel et de produit; et a la lumiére de cette étude, il est souhaitable de compléter ce travail
par des expérimentations au laboratoire et des approches plus approfondies, plusieurs

perspectives peuvent étre dégagées a savoir :

-Séquencer et identifier les génes responsables de production des biosurfactants.
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Conclusion

-Utilisation des déchets de 1’industrie pour optimiser la production et donner des

biosurfactants avec des faibles couts.
-Optimisation des techniques d’extraction et de purification ;
-Optimisation des milieux de production ;

-Exploiter la production de biosurfactants dans des bioréacteurs a grande échelle dans la
perspective d’améliorer les rendements de production en utilisant divers matiéres moins

coliteux.
-Réalisation de tests de toxicité ;

-Mettre en ceuvre des applications de ces biosurfactants dans le domaine

biotechnologique, agroalimentaire, environnemental, médical.
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Annexe 01 : liste des appareils et de verrerie

Liste des appareils

» Agitateur-plaque chauffante :
mélange.

Autoclave ou Etuve : stérilisation.
Bain marie : chauffage.

Balance analytique : pesée.

Bec bunsen : stérilisation.

YV V VY

Centrifugeuse : séparation solide —

liquide.

Hotte chimique : protection.

Incubateur orbital : agitation.

» Spectrophotométe UV-Visible :
mesure de I’absorbance.

» pH métre : pH.

Réfrigérateur : conservation.

» Vortex : agitation.

Y VY

Y

Annexe 02 : Les milieux de culture

Milieu Salé Minéral (MSM)

NaCl...ooooiiiiiii 30g
KH2PO4......cooiiii, 20¢g
NH4NO3......oooi 10g
Na2HPOA4...........cccceeeeeeee....30 g
MgSO4.7H20. ..o 0.7¢g

Solution de traces d’éléments...1.0 ml
Eau distillée .....................1000 ml
pH=72+0,2

Annexe 03 : Les réactifs

Tris-HCL (0.05M, pH 6.8)

TriS. oo 0.6057 g
Eaudistillé....................... 100 ml
pH=16.8

Annexes

Liste des petits matériels et verrerie

Y

Béchers

Boites de pétri

Eprouvettes de 100 ml
Erlenmeyer de 1000ml

Fiole de 100 ml

Flacons de 100 ml, 200 ml, 250
ml

Micropipettes de 201, 200pul,
Iml

YVVV VYV

Y

Papier absorbant
Papier aluminium
Papier film
Pipette pasteur
Sac en plastique
Tube conique

YV VVYVYYYV

Tube a essai

Milieu Mueller-Hinton II (g/1)

Hydrolysat de caséine......................... 17,5¢g
Extrait de viande.........ccccoceveevenicnnne 20¢g
Amidon.......cooeevieriiniiniiiiieee 1,5¢g
NaCLoiiieeiieee e 200 g
AGAT.iiiiiiiiiiicieeeeeee 17,0 g

pH=7.3 £ 0.2 4 25°C

BSA (0.2%)
BSA.....o . 02¢g
Faudistillé..............ooooii. .. 100 ml



Annexes
|

Chlorure de Barium

Acide Sulfurique
BrCl...ooiiiiiiiiieiiee, 05¢g mSod. 5 ml
Eau distillé.................... 50 ml Bau distille. 200 ml
Mc Farland 0.5 %
BrCl2........c.oooii, 0.6 ml Tampon 10 mM, NaCl 50 mM
H2504. .o, 99.4% Na2HPO.......oevoeeeereeeeen, 028 ¢
Tampon 10 mM, NaCl 154 mM Eaudistillé..................ooeii 200 ml
NalDPod. . 024 ¢ NaCl....o.ooviiiiiiiiiieeen 0.582 ¢
Bau distille. 200 ml Eaudistillé......................... 200 ml
NaCl.....cooovviiininns 18¢g



Résumé: Dans cette étude, nous avons traité le théme des biosurfactants qui sont considérés
comme des produits naturels synthétisé par des microorganismes, on a fait une production
des biosurfactants par 1’utilisation de milieu Minimum Salé, La mesure de la production des
biosurfactants est effectuée par le calcul de I’indice d’émulsification (E24), Et 1’évaluation de
ses propriétés biologiques d’activité anti-inflammatoire, de la stabilisation des membranes, et
d’activité antimicrobienne. Les biosurfactants sont bien adaptés pour une large gamme
d'applications telles que: les applications industrielles, médicales et environnementales. Leur
importance dans l'industrie est due a leur pouvoir d'émulsification, solubilisation et réduction
de la tension superficielle et interfaciale. Dans le domaine médical, les biosurfactants sont
utilisés pour la formation des composés pharmaceutiques comme les antibiotiques, les
anticancéreux et les anti-adhésifs. Et dans - I'environnement, les biosurfactants jouent un role
important dans la bioremédiation des sols contaminés.

Mots clés : biosurfactants, application industriel, propriétés biologiques, activité anti-
inflammatoire, stabilisation des membranes, activité antimicrobienne.

Abstract: In this study, we dealt with the topic of biosurfactants which are considered as
natural products synthesized by microorganisms, we made a production of BS by using MSM
medium, The measurement of biosurfactant production is performed by calculating the
emulsification index (E24), And evaluating its biological properties of anti-inflammatory
activity, membrane stabilization, and antimicrobial activity. Biosurfactants are well suited for
a wide range of applications such as: industrial, medical and environmental applications.
Their importance in industry is due to their emulsification, solubilization and surface tension
reduction. In the medical field, biosurfactants are used for the formation of pharmaceutical
compounds such as antibiotics, anticancer agents and anti-adhesives. And in the environment,
biosurfactants play an important role in the bioremediation of contaminated soil.

Keywords: biosurfactants, industrial application, biological properties, anti-inflammatory
activity, membrane stabilization, antimicrobial activity.
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