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Résumé

Résumé

Face a l’intérét croissant porté au développement de solutions vertes pour remédier aux niveaux
croissants de contamination environnementale et surtout celle des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAPs), la présente étude a été menée. L’objectif principal était donc d’évaluer le
potentiel d’application environnementale des souches de P. aeruginosa provenant de trois sites
pollués. D’ou trente-huit souches ont été isolées apres enrichissement, et identifiées
phenotypiquement comme P. aeruginosa, alors que 5 souches sur la base de séquencage de 'ARNr
16S comme étant P. aeruginosa, avec une similarité élevée de 99,40 a 99,66%.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, les souches isolées ont été soumises a des tests quantitatifs et
qualitatifs afin d’évaluer leur capacité a produire les biosurfactants. Par ailleurs, les souches
provenant de stations d’épurations des eaux usées ont montré une meilleure performance sur la base
de la réduction de la tension de surface (TS = 32,68 mN m™?) et de I’index d’émulsification (E24 =
71,25%).

Les souches BSP4 et BSP9 ont été sélectionnées pour la production de biosurfactants en utilisant
différents substrats (huiles végétales et hydrocarbures), y compris I’huile de friture usée, les résidus
d'huile de thon, et le glycérol ; des substrats économiques et durables, réduisant ainsi le codt élevé
de production de ces bio tensioactifs. La souche BSP4 a montré une meilleure production sur
milieu BN additionné par huile de friture usée (1%, v/v) avec un rendement de 5,09 + 0,91 g L
aprés 48 h d’incubation. Cependant, des rendements de 2,36 + 0.69 et 1,70 + 0,01 g L%, ont été
enregistrés par la souche BSP9 sur milieu de base enrichi avec huile de friture usee et résidus
d'huile de thon (1%, v/v) apres 48 h d’incubation, respectivement. Au cours de cette étude, il a été
constaté que les biosurfactants produits par BSP4 et BSP9 ont été capables de réduire la tension
superficielle de I'sau de 72 4 32 et 29 mN m, a la concentration micellaire critique de 350 et 20 mg
L2, respectivement. En fait, leur stabilité a été notée sur une large gamme de températures (-80—
120 °C), de salinité (2-12% Na CI) et de pH (2-12). Les analyses IRTF et RMN ont également
confirmé la nature rhamnolipidique des biosurfactants produits.

Par ailleurs, les analyses structurales de biodégradation (CG-SM et CG-DIF), ont montré un
potentiel significatif vis-a-vis des hydrocarbures aromatiques polycycliques et du pétrole brut. En
effet, la souche BSP4 a dégradé 97% du naphtaléne (200 mg L) aprés sept jours d'incubation, avec
une biodégradation importante de 4,82% a 83,91 % des principaux n-alcanes dans le pétrole brut
(1%, v/v) aprés 21 jours. De plus, BSP9 a pu dégrader 83,25% du naphtaléne (200 mg L) en
seulement 3 jours d'incubation, ainsi que 27,7 et 68,33% de dégradation du phénanthréne (200 mg
L) et du fluoranthéne (200 mg L™1), respectivement, au bout de 7 jours, et une grande capacité a
métaboliser les n-alcanes du pétrole brut (1%, v/v), atteignant un taux de biodégradation de 86,28%
apres 10 jours d'incubation.

De plus, le biosurfactant produit par BSP4 (Rhl-BSP4) s'est avéré plus efficace que le tensioactif
chimique (SDS) testé pour remobiliser les hydrocarbures contenus dans des sols pollués. L’activité
antimicrobienne a été mise en évidence puisque ces biosurfactants ont montré des données
prometteuses contre les souches pathogeénes, avec des valeurs de CMI de 1,562 & 12.5 mg mL ™! et
des CMB allant de 6,25 & 25 mg mL ™™,

Ces résultats encourageants dévoilent que les souches isolées BSP4 et BSP9, ainsi que leurs
biosurfactants, présentent un intérét biotechnologique pour diverses applications, telles que la
bioremediation des sites contaminés par des hydrocarbures, ainsi que d'autres domaines tels que la
médecine, l'agricole, etc.

Mots clés : Pollution ; HAPs ; P. aeruginosa ; Biosurfactant ; Rhamnolipids; Biodégradation.
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Abstract

Given the growing interest in developing green solutions to address the increasing levels of
environmental contamination, the present study aims to evaluate the potential for environmental
application of biosurfactant-producing strains of P. aeruginosa from three polluted sites. 38 strains
were isolated after enrichment on nutrient broth medium, and phenotypically identified as P.
aeruginosa, while 5 strains were identified based on 16S rRNA sequencing as P. aeruginosa, with a
high similarity of 99.40 to 99.66%.

In the second part of this work, the isolated strains were subjected to quantitative and qualitative
tests to evaluate their ability to produce biosurfactants. Strains from wastewater treatment plants
showed better performance based on the reduction of surface tension (ST = 32.68 mN m™) and
emulsification index (E24 = 71.25%). Then, strains BSP4 and BSP9 were selected for biosurfactant
production using different substrates (vegetable oils and hydrocarbons), including used frying oil,
tuna oil residue, and glycerol, which are economical and sustainable substrates, thus reducing the
high production cost of these biosurfactants. Strain BSP4 showed better production on nutrient
broth medium supplemented with used frying oil (1%, v/v) with a yield of 5.09 + 0.91 g L* after 48
h of incubation. Yields of 2.36 + 0.69 and 1.70 + 0.01 g L™ were achieved by strain BSP9 on basal
medium enriched with used frying oil and tuna oil residues (1%, v/v) after 48 h of incubation,
respectively. The biosurfactants produced by BSP4 and BSP9 were able to reduce the surface
tension of water from 72 to 32 and 29 mN m%, at the critical micellar concentration of 350 and 20
mg L2, respectively. In fact, their stability was noted over a wide range of temperatures (-80-120
°C), salinity (2-12% Na CI) and pH (2-12). FTIR and NMR analyses also confirmed the
rhamnolipid nature of the produced biosurfactants.

In another part of this study, GC-MS and GC-FID analyses showed an interesting biodegradative
potential of polycyclic aromatic hydrocarbons and crude oil by strains BSP4 and BSP9. BSP4
degraded 97% of naphthalene (200 mg L) after seven days of incubation, with a significant
biodegradation of 4.82% to 83.91% of the main n-alkanes in crude oil (1%, v/v) after 21 days. In
addition, BSP9 was able to degrade 83.25% of naphthalene (200 mg L) in only 3 days of
incubation, as well as 27.7 and 68.33% degradation of phenanthrene (200 mg L) and fluoranthene
(200 mg L1), respectively, after 7 days, and a high ability to metabolize crude oil n-alkanes (1%,
v/v), reaching a biodegradation rate of 86.28% after 10 days of incubation.

Again, the biosurfactant produced by BSP4 (Rhl-BSP4) was found to be more effective than the
tested chemical surfactant in remobilizing hydrocarbons contained in polluted soils. Also, the
produced biosurfactants showed promising antimicrobial activity against pathogenic strains, with
MIC values ranging from 1.562 to 12.5 mg mL* and MBC ranging from 6.25 to 25 mg mL ™.
These encouraging results reveal that the isolated strains BSP4 and BSP9, as well as their
biosurfactants, remain of biotechnological interest for various applications, such as the
bioremediation of sites contaminated by hydrocarbons, as well as other fields such as medicine,
agriculture, etc.

Keywords: Pollution; PAHSs; P. aeruginosa; Biosurfactants; Rhamnolipids; Biodegradation.
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1. Introduction générale

Avec l'augmentation du taux de pollution vu par notre planéte ces dernieres
anneées, il est devenu vital de développer des moyens urgents et opportuns pour
atténuer ce probleme. De méme, l'impact de linternationalisation et les progrés de
I'industrialisation ont entrainé le rejet d'énormes quantités de produits chimiques et
de polluants [1]. Par la suite, la libération de composés chimiques tels que les
produits  chimiques industriels, les composes pharmaceutiques actifs, les
hydrocarbures poly aromatiques, les produits de soins personnels, les drogues
illicites, les herbicides, les pesticides et les surfactants chimiques, qui ne sont pas
biodégradables et persistent dans la nature, s'accumulent dans la chaine alimentaire

et constituent une menace accrue pour I'environnement [2,3].

Les hydrocarbures poly-aromatiques (HAPS) ont été reconnus comme une
classe  importante  de  contaminants  chimiques  présentant  des  risques
environnementaux significatifs en raison de leur composition chimiquement stable
et de leur biodisponibilité limitée [4]. Ces substances présentent donc des propriétés
cancérigénes, toxiques et mutagénes a l'intérieur des organismes biologiques [5]. Les
HAPs sont constitués de plusieurs anneaux benzéniques aromatiques fusionnés et
présentent des propriétés lipophiles [4]. C'est pourquoi I'Agence américaine de
protection de I'environnement (USEPA) a inscrit 16 hydrocarbures aromatiques
polycycliques sur sa liste prioritaire en raison de leur impact négatif sur I'écosysteme
et la santé humaine. Il est important de noter qu'il existe plus de 100 formes
distinctes de HAPs [6]. En outre, le diesel et dautres carburants a base
d'hydrocarbures contiennent une quantit¢ importante d'hydrocarbures aromatiques
polycycliques. En raison de Il'activité humaine, qui est la principale cause de la
pollution par les HAPs, ces substances contribuent de maniére significative a la
contamination de [I'écosysteme [7,8]. La quantit¢é des HAPs dans I'environnement
présente une variabilité importante, qui peut étre attribuée a des facteurs tels que les
mécanismes de transport des HAPs dans I'environnement, le degré de pollution

industrielle et les caractéristiques des sites pollués [5].

La principale contrainte a la biodégradation des HAPs dans les zones
contaminees est leur faible biodisponibilité ainsi que leur solubilité limitée, ce qui

est un facteur important qui affecte leur efficacité dans les approches de

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 1



Introduction générale

bioremédiation [9,10]. C'est pourquoi la remédiation des sites pollués par des HAPs
est devenue une priorité absolue pour la société. Au cours des derniéres décennies,
le développement de solutions in situ visant a remédier aux niveaux croissants de
contamination de I'environnement a suscité un intérét croissant [8]. A cette fin, le
nouveau domaine de la bioremédiation a ouvert des perspectives de decouverte dans
le domaine des sciences biologiques, a un moment ou l'accent est mis de plus en plus
sur les technologies vertes [11]. L'utilisation d'organismes, tels que les plantes et les
bactéries, dans le but de biodégrader les contaminants, représente une stratégie
rentable, durable et trés efficace pour assainir les sols contaminés. Les bactéries sont
tres répandues dans les environnements contaminés et ces micro-organismes ont la
capacité d'adopter divers comportements afin d'exploiter les contaminants [12].

Plusieurs études révelent que les micro-organismes ont la capacité de
synthétiser une large gamme de composés métaboliques qui peuvent éliminer
efficacement les contaminants, soit par dégradation chimique directe, soit par
conversion des substances dangereuses en intermédiaires moins nocifs [13]. Par
exemple, certaines bactéries peuvent libérer des substances actives sur la tension
superficielle appelées biosurfactants (BSs). En diminuant la tension superficielle et
interfaciale, elles augmentent la biodisponibilité des hydrocarbures, facilitant ainsi
leur absorption [9,14,15]. Ces métabolites hydrophobes sont des biopolymeéres
complexes (glycolipides, exo polysaccharides, protéines, acides aminés, acides gras,
etc.) aux propriétés amphiphiles [16]. En effet, ces composés amphiphiles
biosourcés constituent l'une des caractéristiques adaptatives des micro-organismes,
car ils présentent une grande variété de caractéristiques chimiques et de tailles
moléculaires [17]. En plus, ils offrent plusieurs avantages, notamment une plus
grande capacité de mise a I'échelle, une production rapide et des caractéristiques
multifonctionnelles [18].

Les BSs microbiens sont plus efficaces et plus stables [19], considérés comme
"verts" du point de vue de I'environnement car ce sont des produits biodégradables,
non toxiques et économiques qui peuvent étre synthétisés a partir de substrats
renouvelables (déchets agro-industriels) [20-22]. Ces qualités cruciales peuvent
permettre aux BSs de remplacer certains des surfactants commerciaux qui ont des
effets négatifs sur les systemes biologiques par rapport a leurs homologues
biologiques [23,24] et par conséquent, les BSs peuvent étre utilisés dans toute une

série d'industries, de la biotechnologie a la remédiation environnementale [21]. En
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effet, la remarquable stabilitt des BSs face aux variations des conditions
environnementales indique leur utilité potentielle dans divers domaines, notamment
dans les processus industriels et la dépollution des zones contaminées par les
hydrocarbures [9,25].

Malgré les nombreux rapports sur les micro-organismes dégradant les
hydrocarbures et leur réponse a la contamination de l'environnement, il est crucial de
cribler de nouveaux micro-organismes possedant des propriétés améliorées
nécessaires a des procédures efficaces de bioremédiation [26]. En plus de cela, les
chercheurs sont actuellement attirés par I'exploration de nouveaux BSs qui possedent
certaines qualités de stabilitté convenant a des applications industrielles ou
environnementales [27,28]. Dans ce contexte, nous avons été intéressés par cette
étude de recherche a:

s L'isolement et le criblage des souches hyperproductrices de
biosurfactants.

% La caractérisation au niveau phénotypique et phylogénétique de
Pseudomonas aeruginosa productrices de biosurfactants.

¢+ La production et la caractérisation de ces biomolécules tensioactives.

% L'étude du potentiel de biodégradation des hydrocarbures, en particulier
des structures complexes et poly aromatiques, par des souches
sélectionnées de P. aeruginosa.

% Application des biosurfactants : remobilisation des hydrocarbures dans les

sols contaminés et activité antimicrobienne.
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1. Pollution de I'environnement

1.1. Introduction

Ces derniéres années, la communauté scientifique s'est intéressée de plus en
plus a la surveillance de I'environnement. Des recherches ont révélé qu'environ 22%
des maladies et 23% des déces dans le monde sont attribués a la pollution de
I'environnement  [29,30]. L'augmentation de la pollution environnementale a
I'échelle mondiale, qui affecte les écosystemes terrestres et aquatiques, peut é&tre
attribuée aux facteurs combinés du développement industriel et de la croissance

démographique [31].

Les effets néfastes de la pollution sur la santé humaine, le fonctionnement
des cycles biogéochimiques, la réduction de la biodiversité et la biosphere dans son
ensemble sont devenus des préoccupations majeures pour la société moderne. La
prise de conscience de la gravité de ce probléeme a conduit a l'adoption de mesures
visant a lutter contre la contamination de I'environnement a plusieurs niveaux,
notamment régional, national et international [31]. On sait que la croissance rapide
des industries entraine la diffusion de divers polluants chimiques dans notre

environnement [32,33].

D'un point de vue conceptuel, les polluants peuvent étre percus comme un
ensemble de substances chimiques provenant de sources naturelles ou synthétiques.
Une fois rejetées dans I'environnement, ces substances peuvent perturber le
fonctionnement normal dun ou de plusieurs éléments d'un habitat ou d'un
écosysttme bien réglementé [34]. Certains produits chimiques, comme les
hydrocarbures pétroliers, existent & I'état naturel mais ont eté déplacés en dehors de

leur habitat normal gréce a l'intervention de I'industrie chimique [34].

Il est intéressant de noter que divers polluants tels que les composés a
activité hormonale, les produits chimiques industriels, les pesticides, les produits de
soins personnels, les médicaments et les drogues dopantes posent probléme en
raison de leur grande stabilité et de leur résistance aux traitements physicochimiques
et biologiques [3]. Par conséquent, ces graves problemes environnementaux causés
principalement par le pétrole et les produits pétrochimiques ont incité davantage de

chercheurs a travailler dans ce domaine au cours des derniéres décennies [35-37].
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1.2. Source des polluants

Les principales causes de la pollution environnementale proviennent des
activités humaines, qui entrainent la création et le rejet de matériaux dangereux [38].
Bien que des sources naturelles existent, la majeure partie de la pollution est due a
des actions humaines augmentant les niveaux d'exposition. En effet, les sources
anthropiques émettent plus de substances toxiques dans I'environnement que les

sources naturelles (Fig. 1).

Il est crucial didentifier les sources de polluants pour mettre en place des
mesures appropriées afin de réduire leur propagation et atténuer I'impact de ces
éléments nocifs [39]. Les contaminants peuvent avoir une origine naturelle, par
exemple, provenir de gaz radon, d‘éruptions volcaniques, de tremblements de terre,

d'inondations et de tempétes, mais beaucoup résultent de processus industriels [38].

Natural sources . . Anthropogenic sources

Biological decay ’u” ndustries

orest fires = i@  Power plants

Lightn ﬁ : Jl e -:- 185

Salt spray from oceans J&.-.. C Domestic waste
Cosimic dusts I ""““" o Pharmaceutical waste
Radon, fog and mist, 0zone (i Skt W  Agriculture waste
- ;5. 5. ‘ Automobile exhaust
W ‘;‘.. IJ
e
pr «

Figure 1 : Sources des polluants dans la nature [38].

1.3. Pollution de I'eau

La qualité de l'eau brute provenant de différentes sources, telles que les eaux
de surface, souterraines et les nappes phréatiques, est affectée par divers polluants, y
compris les eaux usées industrielles et domestiques, le ruissellement agricole et de
nombreux autres facteurs [40]. Par conséquent, il est essentiel de réguler et de
préserver la qualité de l'eau de ces différentes sources. La pollution de l'eau est une
cause majeure de décés et de maladies a I'échelle mondiale, entrainant de nombreux

décés humains chaque jour [41]. Aussi, La qualit¢ de l'eau provenant de différentes
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sources est influencée par plusieurs facteurs, les industries étant l'un des principaux
responsables de la pollution. Les installations industrielles déversent souvent des
eaux usées qui sont soit non traitées, soit traitées de maniere inadéquate. Les
polluants présents dans ces eaux usées varient considérablement en fonction du type
d'industrie [40].

1.4. Pollution de l'air

La pollution de lair est l'un des défis majeurs de notre époque, non
seulement en raison de son rdle dans le changement climatique, mais aussi en raison
de ses effets significatifs sur la santé publique et individuelle, entrainant une
augmentation des maladies et des taux de mortalité [42]. Pareillement, la pollution
de [lair est souvent qualifiée de tueur silencieux de notre époque. Selon
I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) en 2019, la pollution de lair extérieur
(ambiant) et intérieur (domestique) représente le plus grand risque sanitaire
environnemental, causant plus de 7 millions de décés prématurés par an. En 2018, de
nouvelles estimations indiquaient qu'environ 90% des personnes respirent un air

contenant des niveaux élevés de polluants [43].

La pollution de l'air se compose d'un mélange de particules et de gaz pouvant
atteindre des concentrations nocives a l'extérieur comme a l'intérieur. Parmi les
polluants courants, on trouve la suie, la fumée, les moisissures, le pollen, le méthane
et le monoxyde de carbone. Les particules fines de I'air pollué peuvent pénétrer
profondément dans les poumons et atteindre le systéme cardiovasculaire [44]. Elle
affecte de nombreux systéemes d'organes, y compris le systéme cardiovasculaire en
causant des maladies cardiaques, et le systeme pulmonaire en provoquant le cancer
du poumon, la maladie pulmonaire obstructive chronique, l'asthme et les infections
respiratoires. Elle a été liée a des taux d'accidents vasculaires cérébraux plus élevés
en raison de son impact sur le systeme nerveux central [45] et est également

considérée comme affectant les systemes reproducteur [46] et tégumentaire [47,48].

1.5. Pollution du sol

La pollution du sol est définie comme l'accumulation dans les sols de
composés toxiques persistants, de substances chimiques, de sels, de matériaux

radioactifs ou d'agents pathogeénes, ayant des effets néfastes sur la croissance des
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plantes et la santé animale [49]. Plusieurs méthodes peuvent mener a la pollution du
sol, par exemple : la fuite depuis un depotoir, le déversement de déchets industriels
dans le sol, la percolation d'eau contaminée dans le sol, la rupture de réservoirs de
stockage souterrains, l'utilisation excessive de pesticides, herbicides ou d'engrais, la
fuite de déchets solides, [l'installation, I'explosion ou le démontage inadéquats de

munitions.

Dautre part, des recherches antérieures ont établi que la pollution
environnementale peut avoir un impact profond sur la variété des microbiotes du sol,
la structure de leurs communautés et la formation de groupements écologiques. En
outre, il existe une corrélation considérable entre les variations de la contamination
et l'abondance et la diversitt des communautés microbiennes [50-52]. Les
altérations observées dans le microbiote du sol a la suite dune contamination
environnementale devraient avoir une influence significative sur le fonctionnement

quotidien de I'écosystéme du sol [53].

1.6. Types de polluants

Un polluant est défini comme wune substance ou une énergie qui,
lorsqu'introduite dans [I'environnement, a des effets nuisibles indésirables et peut
causer des dommages a court ou a long terme. Ces dommages peuvent se manifester
par la modification des taux de croissance des especes végétales ou animales, ou par
une incidence sur la santé et le bien-étre humains [38]. Divers composés organiques
et inorganiques sont identifies comme des polluants en fonction de leur
carcinogénicité, mutagénicité, tératogénicité potentielles ou connues, ou de leur
haute toxicité aigué [38]. Les polluants sont aussi classés en deux catégories en
fonction de leur niveau de concentration : les macropolluants, présents en plus
grandes quantités, et les micropolluants, qui existent en concentrations plus faibles
[54].

Certains de ces polluants sont décrits plus en détail dans les sections

suivantes.

1.6.1. Composés organiques

La contamination de [I’environnement par des composés organiques

représente un vaste probléeme environnemental [10]. Les polluants organiques, riches
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en carbone, forment une grande variété de composes complexes. Les caractéristiques
et le comportement de ces composés dépendent de facteurs tels que la structure, la
taille, la forme moléculaire et la présence de groupes fonctionnels [55].

La pollution environnementale causée par des composés organiques toxiques
est une préoccupation croissante en raison des activités industrielles. Bien que la
production et [l'utilisation de nombreux polluants organiques soient désormais
restreintes ou interdites, ils sont toujours présents dans des échantillons
environnementaux. Dans les pays en développement, le recyclage inapproprié des
déchets électroniques est une source majeure de contamination des sols par les

polluants organiques [56].

1.6.1.1. Pétrole et produits pétroliers

La contamination pétroliere est un probléeme environnemental majeur,
affectant tant les pays développés que les pays en développement [57]. Elle est
principalement causée par l'industrie pétroliere et les services d'entretien de moteurs,
qui produisent d'importantes quantités de sous-produits tels que des boues huileuses
et des huiles moteur usées [28]. Les hydrocarbures pétroliers, utilisés dans divers
domaines comme [l'alimentation électrique, le chauffage, les transports et les
machines lourdes, peuvent fuir accidentellement a diverses étapes de manipulation,
posant ainsi des risques sérieux pour l'environnement [58,59]. De plus, certains
hydrocarbures sont parfois rejetés négligemment ou intentionnellement dans
I'environnement, aggravant le probléme [60]. Leur faible solubilit¢ dans I'eau

complique leur décomposition [9].

Ces fuites et rejets d'hydrocarbures causent des dommages considérables aux
ressources en eau et en sol. Absorbés par le sol, ils le rendent hydrophobe et
infertile, impactant négativement la croissance des plantes et entrainant des
problémes de développement tels que la croissance ralentie et des déformations des
racines [61,62]. De plus, ces hydrocarbures pétroliers, identifiés comme des
carcinogenes et des mutagenes potentiels [59], peuvent s'accumuler dans les cultures
et les organismes aquatiques, et potentiellement pénétrer dans le corps humain,

causant divers problemes de santé [63].
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1.6.1.2. Polluants agrochimiques

Les mauvaises herbes, les parasites et les maladies représentent des défis
importants dans l'agriculture, entrainant une réduction des rendements et de la
qualité des produits agricoles. On estime qu'environ 30 % des produits agricoles
subissent des pertes annuelles en raison des parasites [64], ce qui rend l'utilisation de
pesticides courante. Cependant, les agrochimiques, tels que les pesticides comme les
DDT (dichlorodiphényltrichloroéthanes), le dieldrine, le HCH, [laldrine et le
toxaphéne sont devenus une menace importante pour les écosystémes en raison de
leur utilisation excessive [65], affectant sa fertilité et les communautés microbiennes
qui y vivent. En raison de leur solubilité dans I'eau, ces composés persistants
peuvent s'accumuler dans Il'environnement [66], et se disperser verticalement et
horizontalement dans le sol et peuvent s'infiltrer dans les eaux souterraines, polluant
les sources d'eau. Certains de ces pesticides sont trés toxiques pour la vie aquatique,
y compris les invertébrés et les poissons [67]. L'utilisation  excessive
d'agrochimiques, tels que les pesticides, a des répercussions importantes sur la santé
humaine. Les individus qui consomment des aliments contenant des résidus de
pesticides ou qui sont exposes a de l'eau contaminée par ces substances courent un
risque accru de développer divers problemes de santé, qu'ils soient aigus ou
chroniques [68]. Ces problemes de santé vont des symptbmes mineurs, tels que des
irritations et des troubles respiratoires, a des conditions graves, notamment le cancer,
le diabete et les troubles de la fertilite. Ainsi, [l'utilisation incontrblée
d'agrochimiques a des conséquences néfastes sur la santé humaine, soulignant la
nécessité de réglementations strictes et de pratiques agricoles durables pour

minimiser ces risques [66].

1.6.1.3. Polluants pétrochimiques/industriels

Le phénol et ses dérivés sont des polluants organiques courants dans I'eau,
ayant un impact négatif sur la santé humaine et les écosystemes. Ces composés se
trouvent naturellement dans l'eau et sont également produits par des activités
humaines. Ils proviennent soit de plantes aquatiques et de microorganismes, soit de
la décomposition de matiere organique [2]. Les sources humaines incluent les
activités industrielles, domestiques, agricoles et municipales, avec des effluents

provenant de raffineries de pétrole, de mines, de textiles, de papier, de résines et de
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plastiques, de production dacier, de produits pharmaceutiques, d'agrochimiques et
de transformation alimentaire contenant du phénol et ses dérivés [69]. Le phénol est
utilisé dans la production d'explosifs, de colorants et de textiles, tandis que d'autres
composés phénoliques, comme le chlorophénol et I'aminophénol, sont toxiques pour

les animaux, causant divers problémes de santé [70].

1.6.1.4. Colorants

Les colorants sont largement utilisés dans diverses industries telles que le
textile, le cuir, les peintures, les cosmeétiques et le papier, et leur demande a
augmenté ces dernieres années. Les colorants synthétiques, réputés pour leur
rentabilité et leur stabilit¢ face a des facteurs tels que la température et la lumiére,
ont largement remplacé les colorants naturels sur le marché [71]. Cependant, de
nombreux colorants synthétiques sont synthétisés a partir de précurseurs
carcinogenes, tels que le benzidine et d'autres composés aromatiques [72]. Ces
colorants synthétiques rejetés pendant la fabrication, tels que l'orange de méthyle et
le bleu de méthyléne, sont nuisibles a la vie aquatique et terrestre [67], ainsi que
d'autres substances comme les détergents, sont rejetés dans les plans d'eau avec les
eaux usées textiles. Ce rejet peut entraver la pénétration de la lumiere du soleil,
affaiblissant la photosynthése et réduisant les niveaux d'oxygene dissous dans I'eau,
ce qui peut étre préjudiciable a la vie aquatique [73]. Par conséquent, I'élimination
des colorants est une étape cruciale dans le traitement des eaux usées textiles. Les
méthodes  physicochimiques traditionnelles utilisées dans l'industrie, telles que
l'adsorption et la coagulation, génerent des déchets secondaires, nécessitant un
traitement supplémentaire. Ces limitations ont conduit a un intérét croissant pour des

méthodes biologiques plus propres pour I'élimination des colorants [74].

1.6.1.5. Matieres plastiques

Les plastiques, connus pour leur légéreté, durabilité, résistance aux
intempéries, faible toxicité et accessibilité, sont largement utilisés dans des secteurs
tels que I'emballage, la construction, l'automobile et I'agriculture [75]. La production
mondiale de plastiques, qui augmente denviron 5% par an, devrait atteindre 1,6
milliard de tonnes d'ici 2050 [76]. Cette production et utilisation répandues ont
conduit a des problémes significatifs de déchets plastiques. Rien qu'en 2020, environ

400 millions de tonnes de déchets plastiques ont été génerés mondialement, avec des
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projections de déchets plastiques totaux dans I'environnement atteignant 12 milliards
de tonnes d'ici 2050 [77]. Seulement 28% de ces déchets sont recyclés ou incinérés,
le reste finissant dans les décharges ou I'environnement [77]. En raison de leur poids
moléculaire élevé, de leur cristallinité et de leurs groupes fonctionnels stables, les
plastigues se degradent lentement, prenant des décennies voire des siecles [78].
L'exposition a l'environnement décompose les déchets plastiqgues en microplastiques
ou nanoplastiques, de plus en plus trouvés méme dans les corps humains [79]. Ces
déchets posent divers risques environnementaux et biologiques, notamment des
menaces pour les microorganismes du sol [80], la perturbation endocrinienne des
animaux marins [80], la contamination de la chaine alimentaire [81] et la

propagation d'algues et de pathogénes nuisibles [82].

1.6.1.6. Antibiotiques et produits pharmaceutiques

Ces derniéres années, une préoccupation croissante a €émergé concernant les
effets nocifs des polluants émergents, notamment les composés pharmaceutiques
(CP), sur l'environnement. Les produits pharmaceutiques, tels que les médicaments
de chimiothérapie et les antibiotiques, polluent également I'écosysteme car ils ne
sont souvent pas soumis & des procédures de traitement appropriées [1,2]. Les
antibiotiques sont couramment utilisés dans I'élevage d'animaux et de volailles pour
maintenir la santé des animaux, et ces antibiotiques atteignent directement les eaux
de surface par ruissellement lors des précipitations [83]. Les antibiotiques ont suscité
une attention considérable parmi les composés pharmaceutiques en raison de leurs
effets néfastes sur les écosystemes aquatiques et de leur potentiel danger pour la
santé humaine [3]. Les antibiotiques et leurs dérivés se caractérisent par leur grande
toxicité, leur stabilité et leur capacité a perturber considérablement I'environnement
et I'équilibre écologique [84]. Ces antibiotiques sont rejetés en quantités importantes
dans les écosystéemes aquatiques par le biais des eaux usées et des déchets animaux,
ce qui entraine d'importants problémes de pollution de l'eau [1]. Par conséquent, les
stations d'épuration des eaux wusées ont du mal a éliminer complétement les
antibiotiques, ce qui en fait des points chauds de résistance aux antibiotiques. Il est
donc imperatif d'améliorer les technologies de traitement des antibiotiques dans ces

installations [1,3].
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1.6.1.7. Déchets alimentaires

Outre les défis écologiques poses par les polluants organiques effluents de
I'industrie chimique, les déchets alimentaires (DAs) issus des restaurants et des
ménages représentent également une problématique environnementale majeure [85].
Il est estimé qu'en 2025, environ 2,5 milliards de tonnes de DA seront produites
mondialement [86]. Les DAs non traités sont a l'origine de diverses nuisances
environnementales, telles que la contamination des sols, la production d'odeurs et
l'attraction de nuisibles [87]. Une grande partie des DA est souvent melangée avec
des déchets solides municipaux et est principalement éliminée par enfouissement et
incinération. Ces deéchets incluent fréqguemment une quantité importante dhuile de
cuisson usée (HCU), dont la présence rend la biodégradation plus complexe. En
effet, 'HCU forme une couche sur les DAs, empéchant l'oxygene de pénétrer et
inhibant ainsi l'activité des microorganismes aérobies [88]. Il est donc essentiel de

séparer I'HCU des DAs pour mieux gérer ces déchets [85].

1.6.2. Composés inorganiques

L'industrialisation et les activités humaines ont mené a [lintroduction de
polluants inorganiques dans I'environnement, affectant négativement le sol, l'eau et
l'air. Ces polluants proviennent de diverses sources, notamment l'industrie chimique,
les échappements de véhicules et les activités pétrochimiques, et entrainent la
contamination des ressources en eau ainsi que la pollution de [lair. Issus
principalement de [I'exploitation miniére, de l'industrie et de lagriculture, ces
polluants inorganiques ont des effets déléteres sur les écosystemes et la santé
humaine, et peuvent causer des problemes graves tels que le cancer, le diabéte et
I'obésité [89].

1.6.2.1. Anions

De nombreux polluants inorganiques non toxiques peuvent néanmoins
entrainer des problémes environnementaux s'ils sont utilisés de maniére excessive.
Par exemple, c'est le cas des engrais a base de nitrates et de phosphates [55]. Lors de
la décomposition des plantes, des nitrates sont libérés dans le sol, pouvant enrichir
les plans deau avoisinants et provoquer une augmentation de la croissance des

algues [55]. Ce processus est connu sous le nom d'eutrophisation, et il peut entrainer
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une peénurie d'oxygéne dans l'eau. L'utilisation de phosphates dans les engrais peut
de maniére similaire causer [I'eutrophisation. De plus, les détergents a lessive

constituent une autre source courante de phosphates [55].

1.6.2.2. Métaux

Avec l'avenement de l'ere industrielle, la pollution environnementale par les
métaux est devenue une préoccupation majeure pour I'écologie et la santé publique.
L'utilisation accrue de ces meétaux dans divers secteurs a augmenté Il'exposition
humaine [55]. Considérés comme polluants en raison de leur non-biodégradabilité et
de leur tendance a s'accumuler dans la chaine alimentaire, ces meétaux, qui peuvent
étre de simples ions inorganiques ou des molécules organiques complexes, sont
souvent libérés dans I'environnement par des activités humaines telles que
I'exploitation miniére et la métallurgie, causant ainsi des dommages écologiques
[55].

Avec le temps, l'accumulation des métaux lourds peut réduire la qualité et le
rendement des produits agricoles, altérer la qualité du sol et modifier directement ses
caractéristiques physico-chimiques [90]. Il est donc crucial de bien comprendre la
mobilité et l'accumulation des métaux dans les sols, car ils influencent directement
ou indirectement la santé publiqgue via la production alimentaire [55]. Parmi les
sources de libération de ces métaux dans le sol figure [l'utilisation d'engrais [91]. En
outre, des facteurs environnementaux tels que le pH, le potentiel redox, ainsi que la
présence de limon, dargile et de matiéres organiques sont déterminants pour la

disponibilité des métaux [91].

1.6.2.3. Métalloides

Les métalloides, qui combinent des caractéristigues des métaux et des non-
métaux, forment des liaisons covalentes entrainant des risques toxicologiques. Ils
créent des composés lipophiles toxiques, tels que le tétraalkyl plomb et le
méthylmercure, et peuvent se lier a des parties non métalliques de macromolécules
cellulaires [55]. Parmi les métalloides, I'arsenic est particulierement préoccupant. |l
existe sous des formes inorganiques et organiques et est présent dans de nombreux

produits agricoles. Des millions de personnes dans le monde, notamment dans des
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pays avec des eaux souterraines contaminées par l'arsenic, ainsi que les travailleurs

de certains secteurs industriels, sont exposés a sa toxicité [92].

1.6.2.4. Métaux lourds

La pollution croissante du sol par des métaux lourds toxiques par
bioaccumulation est devenue un risque majeur pour l'environnement et préoccupe
les scientifigues du monde entier en raison de leurs effets négatifs et de leurs
manifestations toxicologiques [93]. Les métaux lourds sont le principal groupe de
contaminants inorganiques, et une large zone de terres est contaminée par eux en
raison des activités minieres, industrielles, et agricoles (Fig. 2). Bien que les métaux
soient présents naturellement dans la crolte terrestre & divers niveaux et que de
nombreux métaux soient indispensables aux cellules (comme le cuivre, le fer, le
manganeése, le nickel, le zinc), tous les métaux sont toxiques a des concentrations

élevées [94].
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Figure 2: Sources de contamination de I'environnement par les métaux

lourds et mécanismes de toxicité des métaux lourds [266].
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2. Hydrocarbures

2.1. Introduction

Les hydrocarbures, comme [lindique leur nomenclature, sont des composés
organiques simples constitués exclusivement d'éléments carbone et hydrogéne
[55,95]. Les hydrocarbures se presentent principalement sous forme de liquides ou
de solides, bien que certains d'entre eux, comme le méthane, I'éthane et I'éthylene, se
présentent a I'état gazeux dans des conditions normales de tempeérature et de pression
ambiantes [55]. Les hydrocarbures ont pour caractéristigue commune d'étre
naturellement hydrophobes, ce qui entraine leur répulsion ou leur expulsion des
environnements aqueux. Cette propriété des produits chimiques, souvent appelée
hydrophobie, tire son nom des mots grecs hydro (qui signifie eau) et phobos (qui
signifie peur). La manifestation physique de [I'hydrophobie peut étre attribuée aux
caractéristiques polaires de l'eau et a la tendance naturelle des molécules deau a
s'engager dans des liaisons hydrogéne les wunes avec les autres. L'avantage
énergétique de la création de liaisons hydrogéne entre les molécules deau dépasse
celui de linteraction entre les molécules d'eau et les molécules non polaires ou les
phases qui ne forment pas de liaisons hydrogéne [96]. Bien qu'ils possedent une
solubilité notable dans les huiles et une large gamme de solvants organiques, ils ne
sont pas tres solubles dans les solvants organiques polaires tels que le méthanol et
I'éthanol [55]. Malgré leur simplicité chimique, les hydrocarbures sont souvent
présents en tant que polluants dans notre environnement. Les problemes
susmentionnés, ainsi que les risques qu'ils représentent pour le bien-étre de I'nomme,

nécessitent la mise en ceuvre de mesures correctives [95].

2.2. Classification

La classification des hydrocarbures repose sur leur structure et le type de
liaisons chimiques entre les atomes de carbone. On distingue principalement trois
grandes catégories : les hydrocarbures saturés (alcanes), les hydrocarbures insaturés

et les hydrocarbures cycliques.

2.2.1. Hydrocarbures insatureés

Les hydrocarbures insaturés, comprenant des liaisons doubles ou triples entre

les atomes de carbone, sont classés en alcénes ou oléfines pour les doubles liaisons,
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et en alcynes pour les triples, avec des formes cycliques indiquées par "cyclo”. Leur
formule générale CnHa(n+1-r-d-2t) résume leur composition, ou "n" est le nombre de
carbones, "r" les cycles, "d" les doubles liaisons, et "t" les triples [97]. Les exemples
les plus simples sont I'éthéne (ou éthyléne) et I'éthyne (ou acétylene), utilisés dans
divers domaines industriels. Les liaisons doubles conjuguees, telles que celles
présentes dans le lycopéne ou le béta-caroténe, sont des éléments structuraux clés de
certains hydrocarbures naturels, jouant un role biologique significatif, notamment

dans la photosynthése et la protection contre les radiations UV [97].

2.2.2. Hydrocarbures saturés

Les hydrocarbures saturés, également connus sous le nom dalcanes,
caractérises par la formule CnHan+2. Chaque atome de carbone, a I'exception des
extrémités, est lié a deux autres carbones et deux hydrogenes, tandis que les
extrémités sont liees a trois hydrogénes [97]. Le méthane est le plus simple de ces
alcanes et représente le point de départ d'une série d’homologues. lls sont nettement
moins lourds que les autres hydrocarbures, constituant généralement de 30 a 50% du
total des hydrocarbures présents dans un pétrole brut [98]. On y trouve notamment
les alcanes linéaires (n-alcanes, CnH2n+2), les alcanes ramifiés, ainsi que les
cycloalcanes (CnH2n). Les alcanes présentent des conformeres, des isomeres stéréo
qui s'interconvertissent par rotation sans rupture de liaison. Leur stabilité dépend des
interactions entre les orbitales des atomes adjacents et de la répulsion stérique,
permettant une rotation relativement libre des liaisons sigma C—C dans la plupart des

environnements naturels [97] .

2.2.2.1. Hydrocarbures mono-aromatiques

Les hydrocarbures mono-aromatiques appartiennent a la catégorie des
composés aromatiques, qui se distinguent par la présence d'un unique anneau de
benzéne dans leur structure [99]. Ce sont des molécules omniprésentes dans
I'environnement, notamment les BTEX (benzéne, toluéne, éthylbenzene et les
xylénes ortho, meéta et para). On les trouve principalement dans l'essence et les
carburants davion, ainsi que largement utilisés dans divers processus industriels
[100]. Les BTEX sont des composés volatils, inflammables, cancérigenes et
neurotoxiques, classés comme polluants prioritaires par I'Agence américaine de

protection de I'environnement [101].
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2.2.2.2. Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs)

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS) résultent fréquemment
de la combustion incomplete de matieres organiques d'origine naturelle et
anthropique (Fig. 3). L'industrie pétrochimique et le trafic urbain sont notamment
reconnus comme les principaux responsables des émissions de HAPs [102-104]. En
raison du transport atmosphérique a longue distance (LRAT), les HAPs peuvent en
outre se disperser sur de longues distances, ce qui leur permet de migrer des zones
sources vers des zones non sources. L'Agence ameéricaine pour la protection de
I'environnement (USEPA) a désigné les 16 composes d'hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAPs), a savoir le naphtalene (NAP), l'acénaphtene (ACE),
I'acénaphtyléne (ACY), le fluor (FLU), l'anthracéne (ANT), le phénanthrene (PHE),
le fluoranthéne (FLUA), le benz[a] anthracene (BaA), le pyrene (PYR), chrysene
(CHR), benzo[K]fluoranthéne (BkF), benzo[b]fluoranthéne (BbF), benzo[a]pyréne
(BaP), benzo[ghi]péryléne (BghiP), dibenz[a,h]anthracéne (DahA), et I'indéno[1,2,3-
cd]pyrene (lcdP), en tant que polluants hautement prioritaires en raison de leur
potentiel d'exposition humaine, de leur toxicité et de leur présence fréquente dans les

sites de déchets dangereux [105].

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 18



Tableau 1 : Majeures hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), leurs structures chimiques, et toxicité [105].
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Composé Structure Abréviation | Nbr Catégorie | IARC? | USEPAP Potentiel Liste de TEF®
d’ann carcinogéne® | polluant
eaux
Naphtalene s NAP 2 LMW 2B C - E 0.001
Acénaphtyléne ACY 3 LMW 3 Pas - E 0.001
disponible
Acénaphtene ACE 3 LMW 3 Pas - E 0.001
*3 disponible
Fluoréne q FLU 3 LMW 3 D - E 0.001
Phénanthréne 42 PHE 3 LMW 3 D - E 0.001
Anthracene . ANT 3 LMW 3 D - E 0.01
Fluoranthéne ]3 FLUA 4 HMW 3 D - E, W 0.001
Pyréne PYR 4 HMW 3 D - E 0.001
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Benzo[a]anthracéne ‘ La BaA 4 HMW 3 B2 + E 0.1
Chrysene CHR 4 HMW 2B B2 + E 0.01
Benzo[b]fluoranthén ]; BbF 5 HMW 2B B2 ++ E 0.1
e ; 12 4 ,
Benzo[k]fluoranthéen BkF 5 HMW 2B B2 - E,W 0.1
e 10 4
Benzo[a]pyrene BaP 5 HMW 1 B2 +++ E,W 1
Dibenzo[ah]anthracen DahA 5 HMW 2A Pas +++ E 5
e disponible
Benzo[ghi]peryléne BghiP 6 HMW 2A D - E,W 0.01
Indeno[123- o | edP 6 HMW | 2B B2 + E,W 0.1
cd]pyréne g ﬁ‘

a -Groupe 1- Cancérogéne pour I'homme; Groupe 2A- probablement cancérigene pour I'homme; Groupe 2B- possiblement

cancérigene pour I'homme; Groupe 3- inclassable quant au caractere cancérogéne chez I'nomme; Groupe 4- probablement non
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cancérigene pour les humains [106-108]; b -Groupe A- cancérogenes pour I'homme; Groupe B- cancérogenes probables pour
I'nomme (B1: basé sur des preuves limitées de cancérogénicité chez I'homme et des preuves suffisantes de cancérogénicité chez les
animaux; B2: basé sur des preuves suffisantes de cancérogénicité chez les animaux); Groupe C- cancérogénes possibles pour
I'nomme; Groupe D- non classifiable quant a la cancérogénicité humaine; Groupe E- preuve de non-cancérogénicité pour I'homme
[109] ; ¢ - Académie nationale des sciences, (1972) — non canceérigene; + incertain ou faiblement cancérigéne; + cancérigéne, ++ et
+ + + fortement cancérigéne; d - HAPs sur la liste des polluants de I'Agence de protection de I'environnement (E) et de
I'Organisation mondiale de la santé (W); e — Estimation du facteur d'équivalence toxique (TEF) basée sur la puissance relative par
rapport au benzo[a]pyrene [110].

LMW- HAPs de faible poids moléculaire ; HMW — HAPs de haut poids moléculaire.
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Figure 3: Sources naturelles et anthropiques de HAP dans I’environnement

[111].

2.2.2.2.1. Propriétés des HAPs

Les HAPs sont généralement incolores, blancs ou de couleur jaune péle dans
leur forme chimique pure et sont connus pour leur nature stable et réfractaire. La
classification des HAPs se base sur le nombre danneaux de benzéne aromatiques
gu'ils contiennent [111]. Dans les milieux environnementaux, les HAPs se
présentent sous forme de composés constitués de deux a sept anneaux conjugués,
avec des masses molaires variant de 128 a 302 g mol?® [112]. Les HAPs de faible
poids moléculaire (LMW) comprennent deux ou trois anneaux de benzeéne, avec des
exemples tels que [l'acénaphthéne, [l'anthracéne, le naphtaléne, le fluoréne et le
phénanthréne. D'autre part, les HAPs de poids moléculaire élevé (HMW), qui
contiennent plus de trois anneaux de benzene, incluent des composés tels que le
benzo(a)pyréne (B(a)P), le dibenz(a,h)anthracéne, le pyrene et le chryséne
[113,114]. Actuellement, lanalyse des HAPs est réalisée a laide de la
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme et

a un deétecteur de spectrométrie de masse (GC-FID/GC-MS), ainsi que de la
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chromatographie liquide a haute performance couplée a un capteur ultraviolet-
visible (HPLC-UV). L'application de méthodologies de plus en plus sophistiquées,
telles que la spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS), la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) et le temps de vol quadripolaire (QTOF),

peut fournir une caractérisation précise des HAPs [105].

2.2.2.2.2. Sources environnementales de HAPs

Les HAPs sont un groupe significatif de produits chimiques formes
principalement par la combustion incomplete de matériaux organiques. Ils sont
couramment associés a l'utilisation de pétrole, de gaz, de charbon et de bois pour la
production d'énergie, ainsi qu'au tabagisme en intérieur et au chauffage, affectant la
qualité de l'air [111].

L'atmosphere est le principal récepteur des HAPs, en faisant un moyen clé
pour leur dispersion. Les HAPs dans l'atmosphére proviennent de sources naturelles
comme les volcans et les incendies de forét, et de sources anthropiques telles que les
échappements de véhicules, les incendies agricoles et diverses activités industrielles.
Les zones urbaines ont généralement des concentrations de HAPs plus élevées que
les zones rurales. Dans I'atmosphére, les HAPs existent sous deux formes : vapeur et

solide, adhérant souvent aux particules en suspension [111,115].

Les HAPs atmosphériques sont continuellement déposés sur la surface de la
terre par des mécanismes de dépbt sec ou humide, provenant de diverses sources, y
compris les routes a proximité. La mobilité des HAPs dans le sol est influencée par
la taille des particules absorbantes et la taille des pores du sol, la plupart des HAPs
du sol étant attachés aux particules du sol [116,117].

Les mémes facteurs affectant le depdt dans les sols de surface s'appliquent
également aux environnements sédimentaires. Les HAPs peuvent se lier aux
particules d'air au-dessus des plans d'eau dans les zones rurales et se déposer sur les
surfaces séches ou humides. lls finissent par se mélanger avec les limons aprés avoir
été dispersés par les courants [118]. Dans les zones urbaines, le dépdt aérien de
HAPs affecte les sédiments, avec des apports supplémentaires provenant du
ruissellement routier, des effluents d'eaux usées sanitaires et des drains d'orage.

Certains HAPs finiront par se dissoudre dans les particules, se déposer et se

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 23



Syntheése bibliographique

retrouver dans l'enregistrement sedimentaire, qui a été utilisé pour étudier I'entrée

des HAPs dans I'environnement [118].

2.2.2.2.3. Toxicité des HAPs

Les HAPs sont classés parmi les substances les plus dangereuses pour la
santé humaine et l'environnement en raison de leur potentiel cancérigene et
mutagéne [105]. De plus, leur forte lipophilie facilite I'absorption de ces substances
dans les tissus corporels des mammiferes, augmentant ainsi le risque d'effets
néfastes sur la santé [119]. La gravite des effets cancérigenes et mutagénes d'un
HAPs est associée a sa complexité structurelle, les composés plus complexes étant
généralement plus dangereux [119]. Diverses études épidémiologiques ont établi un
lien entre I'exposition aux HAPs environnementaux et une augmentation du risque
de cancer chez I'homme [120]. La santé humaine est particulierement affectée par
les HAPs, dont la toxicité varie en fonction de facteurs tels que le niveau et la durée
d'exposition, ainsi que du composeé HAPs spécifique. Les principales voies
d'exposition aux HAPs chez les humains sont linhalation, l'ingestion et le contact
cutané. Des études ont établi un lien entre I'exposition environnementale aux HAPS
et des probléemes de santé tels que des maladies de la peau, des troubles pulmonaires
et divers types de cancer [121,122]. L'exposition aux HAPs a été démontrée comme
provoquant du stress oxydatif chez les humains et les animaux [123]. Des études
spécifiques ont mis en évidence l'impact de I'exposition aux HAPs sur la santé des
enfants, les effets génotoxiques des HAPs dans les lixiviats de décharges et les
sédiments de riviére, ainsi que les conséquences d'une augmentation des niveaux
sanguins de certains HAPs sur les conditions respiratoires et le stress oxydatif chez
les enfants [123]. Le naphtalene, un HAPs fréquemment étudié, est rapidement
absorbé par les tissus du foie, des reins et des poumons, ou il manifeste sa toxicité. Il
peut provoquer des conditions telles que l'anémie hémolytique et agir comme un
inhibiteur de la respiration mitochondriale [124]. De plus, de nombreux HAPs sont
génotoxiques, causant des dommages cytogénétiques en s'intégrant dans I'ADN et en
formant des adduits d'ADN [119]. En outre, ces composés nuisent aux plantes,
réduisant la productivité agricole, et présentent des risques pour diverses especes
sauvages, y compris les poissons et les animaux marins, en provoquant des

problemes immunologiques, et de troubles cardiaques. Les HAPs s'accumulent
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également dans les écosystemes aquatiques et le sol, ou ils peuvent nuire aux

organismes aquatiques et aux microorganismes du sol [125].

2.3. Biodégradation des hydrocarbures

La dégradation des hydrocarbures est fortement influencée par les
interactions des organismes vivants. La solubilité limitée des hydrocarbures dans
I'eau entrave leur biodégradation, un processus effectué par des actinomycetes, des
champignons et des bacteries qui utilisent les hydrocarbures comme source d'énergie
et de carbone. L'efficacité de ces microorganismes dépend de leur composition

enzymatique et de leur capacite a traiter les hydrocarbures [126].

La dégradation microbienne des hydrocarbures en produits chimiques plus
simples, moins dangereux ou non toxiques, fait I'objet de recherches depuis
longtemps. Il convient de noter que les capacités bactériennes telles que I'adhésion
cellulaire et I'nydrophobie de surface, la synthése de biosurfactants, la motilité et les
activités de chimiotaxie ont le potentiel de réduire la séparation spatiale entre les
micro-organismes et les substrats solides, augmentant ainsi la biodisponibilité [95].
Il a été démontré que les molécules d'hydrocarbures, qui servent de sources de
carbone et dénergie pour de nombreuses especes bactériennes, fonctionnent comme
des chimio-attracteurs pour certains organismes. Bien qu'il existe un ensemble
substantiel de connaissances sur les voies cataboliques impliquées dans la

décomposition des hydrocarbures et des substances similaires [127].

2.3.1. Biodégradation des hydrocarbures poly-aromatiques

Il est communément admis que la bioremédiation, qui englobe les techniques
de biostimulation et de bio augmentation, est une approche durable pour résoudre le
probleme de la contamination par les HAPs, et quelle offre des avantages
significatifs[128]. La bioremédiation microbienne des HAPs se produit a la fois dans
des conditions aerobies et anaérobies, avec une majorité de microbes deégradant les
HAPs sous des conditions strictement aérobies, principalement parce que les

microorganismes aérobies sont plus faciles a cultiver [8].
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2.3.1.1. Biodegradation aérobie

La biodégradation aérobie des HAPs implique [I'activité des enzymes mono-
et dioxygénase, suivie par le clivage des anneaux [8]. Elle consiste en la
transformation des HAPs en intermédiaires en présence d'oxygéne, implique
diverses bactéries. Leurs voies métaboliques ont été proposées pour une variété de
HAPs, qu'ils soient a faible ou a fort poids moléculaire [129]. Bien que le processus
fondamental du catabolisme aérobie soit similaire pour toutes les bactéries dégradant
les HAPs, les intermédiaires spécifiques et les produits finaux varient d'une souche
bactérienne a l'autre. Dans la premiére étape de ce processus, une molécule de HAPs
est oxydée pour former un dihydrodiol grédce a un systéme enzymatique multi-
composants qui integre de I'oxygene moléculaire dans le noyau du HAP [130].
Certaines études ont également évoqué I'implication de la dioxygénase ou de la
dioxygénase d'hydroxylation de l'anneau aromatique (ARHD) dans I'apport
d'oxygéne a lanneau benzénique des HAPs [8,124,131]. Les intermédiaires
déshydratés qui résultent de cette oxydation peuvent ensuite emprunter soit des voies
d'ortho-clivage, soit des voies de méta-clivage, pour finalement é&tre convertis en
intermédiaires du cycle tricarboxylique [132]. L'ortho-clivage consiste en la rupture
de l'anneau aromatique entre les atomes de carbone portant des groupes hydroxylés,
conduisant & la formation d'acides aromatiques dicarboxyliques [133]. En revanche,
le méta-clivage intervient au niveau d'une autre liaison carbone-carbone, produisant
des acides aromatiques monocarboxyliques et, dans certains cas, de l'acide 2-céto-3-
butanoique. Ce dernier est ensuite converti en pyruvate et en un dérivé de HAPs
avec un anneau en moins [133]. Les bactéries dotées des activités enzymatiques
appropriées clivent séquentiellement tous les anneaux de la molécule de HAP,
aboutissant a la formation de composés centraux du meétabolisme. Il convient de
noter que les voies de dégradation de différents HAPs coincident a certaines étapes,
mais different principalement dans les réactions initiales [133]. Cependant, dans les
environnements naturels, la présence d'oxygéne est limitée en raison de sa
consommation dans les processus de biodégradation aérobie. Cette diminution de
I'oxygéne entraine une réduction des accepteurs d'électrons comme le sulfate, le fer
ou le nitrate. Des substances telles que le peroxyde d'hydrogene, le nitrate de sodium

et le perchlorate ont été principalement utilisées comme alternatives [8].
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2.3.1.2. Biodegradation anaérobie

Dans des environnements tels que les sols et les sédiments contaminés par les
HAPs, des conditions aérobies peuvent conduire au développement de zones
anaérobies en raison de I'épuisement de I'oxygéne moléculaire lors de la respiration
aérobie [129]. Cet épuisement est provoqué par la stimulation de la communauté
microbienne indigéne, et l'oxygéne n'est pas réapprovisionné au méme rythme que
sa diminution [134]. En conséquence, des zones anaérobies se forment dans le sol
contaminé par les HAPs. Par conséquent, la remédiation anaérobie des HAPs
devient plus cruciale, notamment dans les sites pollués par le pétrole [129].
Cependant, la biodégradation anaérobie ou anoxique des HAPs a fait I'objet de
moins de recherches par rapport a la dégradation aérobie. La biodégradation
anaérobie est généeralement plus lente, et ses mécanismes biochimiques ne sont pas

entierement établis [134].

Néanmoins, la biodégradation anaérobie est considérée comme une
technique de remédiation pratiqgue et économique pour les sols et les sédiments
contaminés par les HAPs. La dégradation anaérobie des HAPs, en particulier par les
microorganismes indigénes, est particuliéerement souhaitable pour la remédiation des
sédiments pollués par les HAPs [135]. Certaines études ont montré que des HAPs de
faible poids moléculaire (LMW), tels que le naphtaléne et le phénanthréne, peuvent
étre biodégradés dans des conditions anaérobies, telles que les conditions
dénitrifiantes [136]. En revanche, les HAPs de poids moléculaire élevé (HMW) ont
tendance a étre plus facilement biodégradés dans des conditions de réduction des
sulfates, qui sont anaérobies [137]. De maniére intéressante, sous des conditions de
dénitrification, le taux de biodégradation anaérobie des HAPs est presque équivalent
a celui sous conditions aérobies, contrastant avec les conditions normales ou la
dégradation aérobie dépasse la dégradation anaérobie [8]. Diverses études ont
démontré que certains HAPs, notamment le phénanthrene, le naphtaléne,
I'acénaphténe et le fluoranthene, peuvent é&tre biodégradés en l'absence d'oxygene
dans le cadre d'études en microcosme en utilisant du nitrate, du fer ferrique, du
sulfate comme accepteurs d'électrons, et méme dans des conditions méthanogénes
[138].
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Les bactéries réductrices de sulfate et nitrate jouent un rble dans la
biodégradation des HAPs sous conditions anaérobies [8]. Bien que, certaines
recherches aient examine les voies métaboliques de la dégradation des HAPs dans
des conditions méthanogenes. Il a eté observé que les HAPs peuvent étre dissipés
dans des conditions de reduction des nitrates et des sulfates [134], la fermentation et
la respiration étant toutes deux essentielles & une dégradation efficace des HAPs. La
dégradation anaérobie des HAPs, tels que le flouréne, le phénanthrene et le pyréne,
dans des conditions dénitrifiantes est possible grace a la fermentation et a la
respiration des bactéries en présence de co-métabolites de faible poids moléculaire et
d'accepteurs d'électrons appropriés, tels que le nitrate [139]. En général, les bactéries
anaérobies initient la biodégradation des HAPs en introduisant les deux atomes
d'oxygene dans le noyau aromatique des HAPs, une réaction catalysée par une
dioxygénase multicomposante composée d'une réductase, d'une ferredoxine et d'une
protéine a fer-soufre [129]. Les microorganismes anaérobies capables de dégrader
les HAPs sont relativement rares, et des voies réductrices sont globalement engagées

dans la dégradation des HAPs dans des environnements anaérobies [8].

2.3.1.3. Biodégradation des n-alcanes

Divers microorganismes capables de décomposer les alcanes ont été
identifiés, comme Rhodococcus sp [140], Fusarium sp [141], Staphylococcus sp
[28], Pseudomonas sp [9,142] Rhodotorula sp [143], Candida sp [144], comme des
microorganismes capables de dégrader les hydrocarbures et de produire des bio-
émulsifiants lorsqu'elle utilise des n-alcanes comme seule source de carbone. Les
bactéries peuvent absorber et transporter les alcanes solubles dans la phase liquide,
car elles ne peuvent utiliser que les hydrocarbures solubilisés [145]. Le processus de
biodégradation aliphatique differe de celui des composés aromatiques, toute 1’idée
c’est que la dégradation de ces substances repose sur des microbes qui prospérent
dans des environnements contaminés par le pétrole et jouent un réle crucial dans le
traitement de tels polluants [146]. Un défi clé dans ce processus, surtout a basse
température, est la disponibilite limitée des différentes fractions du pétrole [145].
Les substances tensio-actives telle que les biosurfactants, peuvent augmenter la
surface des substrats hydrophobes, améliorant ainsi leur biodisponibilité, ce qui a
son tour stimule la croissance bactérienne et l'efficacité de la bioremédiation [145].

Les n-alcanes Ci0—Ciz sont généralement métabolisés en premier, indiquant un
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nombre de carbones optimal pour la dégradation, car I'enthalpie de réaction
augmente et la solubilité dans l'eau diminue avec des chaines dalcanes plus longues.
Les hydrocarbures aromatiques ont tendance a étre plus résistants a la
biodégradation que les aliphatiques, avec les alcanes a chaine ramifiée et cycliques
montrant également une résistance plus élevée par rapport a leurs homologues
linéaires [126].

2.3.2. Facteurs influencant la biodégradation des hydrocarbures

La bioremédiation des hydrocarbures, y compris les HAPS, est un processus
complexe influencé par une multitude de facteurs interdépendants. Ces facteurs
peuvent étre classés en quatre grandes catégories : les caractéristiques des
contaminants, les propriétés du milieu contaminé, les conditions environnementales,
et les dynamiques écologiques des micro-organismes impliqués [126,147,148]. La
structure moléculaire des HAPs, leur solubilité, et leur concentration affectent
directement leur biodégradabilité. Les propriétés physico-chimiques telles que la
structure et la capacité de transport cellulaire des HAPs déterminent leur
accessibilitt aux micro-organismes dégradants [148,149]. Aussi, La nature du
matériel contaminé, y compris la présence de barriéeres chimiques dans les milieux
de croissance, et I'existence de sources de carbone supplémentaires, jouent un rdle
crucial dans la facilitation ou l'entrave du processus de bioremédiation [148,149].
Les conditions abiotiques telles que le pH, la température, l'oxygénation, la salinité,
et la disponibilité en nutriments et en eau influencent considérablement I'efficacité
de la biodégradation. Ces facteurs conditionnent non seulement la survie et la
croissance microbienne mais aussi leur capacité métaboliqgue a dégrader les HAPs
[126,148,149]. De plus, la diversité, l'adaptabilite et la préférence des communautés
microbiennes, ainsi que leur exposition préalable aux toxines et leur interaction avec
les biosurfactants, sont déterminantes pour la réussite de la bioremédiation. La
capacité des micro-organismes natifs a se développer et a métaboliser les polluants
est essentielle [148,149]. L'efficacité de la bioremédiation des HAPS repose sur une
combinaison optimale de ces facteurs. La compréhension approfondie de ces
éléments et leur gestion adéquate sont cruciales pour améliorer les processus de
biodégradation et réaliser une bioremédiation efficace des sites contaminés par des
HAPs [111,126,148].
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2.3.2.1. Oxygene

L’efficacité de la bioremédiation des HAPs dépend de multiples facteurs
environnementaux et microbiologiques, mais l'apport en oxygene se révele étre un
élément déterminant pour activer le mécanisme de dégradation et optimiser le
processus de remédiation. Bien que la deégradation des HAPs puisse se produire dans
des conditions a la fois aérobies et anaérobies, la majorité des recherches se sont
concentrées sur les conditions aérobies [150,151], ou l'oxygene joue un réle crucial
dans [l'oxydation initiale des anneaux aromatiques par lactivit¢ des enzymes
monooxygénase et dioxygénase [152]. Cette oxydation est facilitée par la fourniture
d'oxygéne depuis une source externe, soit par ajout manuel, soit par des méthodes
chimiques, comme l'utilisation de molécules libérant de I'oxygéne (par exemple, le
peroxyde de magnésium) ou l'introduction de composés tels que le nitrate de sodium
[152-154]. Des interventions spécifiques, telles que l'ajout d'eau bien oxygénée ou
l'utilisation de composés libérant de l'oxygene, ont été démontrées pour augmenter la
capacité de dégradation des HAPs, rendant la remédiation plus efficace [111]. Ces
techniques visent a ameéliorer la biodégradation intrinseque des HAPs dans les
milieux contaminés, comme les aquiferes ou les sédiments, en amplifiant les
conditions favorables au métabolisme microbien [153]. En somme, l'efficacité de la
bioremédiation des HAPs dépend largement de la gestion et de la modulation des
conditions environnementales, en particulier de la disponibilit¢ de l'oxygene, qui est
essentiel a l'activation des processus enzymatiques nécessaires a la dégradation des
polluants. La compréhension et I'application de ces principes permettent de
développer des stratégies de remédiation plus ciblées et efficaces pour la dépollution

des sites contaminés par les HAPs.

2.3.2.2. pH

La bioremédiation des HAPs est significativement influencée par le pH du
milieu, un facteur crucial pour une dégradation efficace de ces contaminants
[151,155]. Les micro-organismes, en particulier les bactéries, qui sont au cceur de ce
processus, préferent des conditions proches de la neutralité, idéalement entre 6,5 et
7,5, pour leurs activités physiologiques normales [151,156]. Toutefois, la réalité des
sites contaminés par les HAPs montre souvent un écart par rapport a cette plage

idéale de pH, avec des sols pouvant devenir soit trop acides soit trop alcalins, en
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raison de phénomenes tels que la lixiviation de ciments de béton, de briques, ou de

déversements de charbon, modifiant ainsi le pH naturel du sol [157-159].

Ces variations de pH entrainent des impacts significatifs sur l'activité
microbienne, pouvant inhiber la biodégradation des HAPs [158,160]. Dans les sols
alcalins, par exemple, cela peut étre d0 a la lixiviation de matériaux de construction,
tandis que dans les sols acides, cela peut résulter de I'oxydation des sulfures issus de
déversements de charbon [158,160]. Ces conditions extrémes nécessitent une
intervention pour ajuster le pH a un niveau plus favorable a la bioremédiation,
utilisant des agents comme le carbonate de calcium pour acidifier ou le sulfate
d'ammonium/nitrate d'ammonium pour alcaliniser le sol [161,162]. De plus, les
études indiquent que la salinité du sol influence également la dégradation des HAPS,
avec une forte salinité inhibant considérablement la biodégradation, tandis qu'une
salinitt modérée pourrait legerement améliorer le taux de dégradation. Ces
découvertes soulignent I'importance d'ajuster non seulement le pH mais aussi
d'autres parametres environnementaux pour optimiser la bioremédiation des HAPs

dans les environnements contaminés [163].

2.3.2.3. Nutriments

La biodégradation des HAPs est fortement influencée par la disponibilité des
nutriments, qui joue un rdle déterminant dans le succés du processus de
bioremédiation [151,164]. Les micro-organismes responsables de la dégradation des
HAPs nécessitent un apport en nutriments essentiels, tels que l'azote (N), le
phosphore (P), le potassium (K), et le fer, ainsi qu'une source de carbone et d'énergie
facilement assimilable pour soutenir leurs fonctions métaboliques [151,165].
L'enrichissement en nutriments des sites contaminés est donc crucial pour stimuler
la croissance des microorganismes autochtones et accélérer la dégradation des
polluants [165]. Dans des contextes spécifiques, comme les environnements salins,
la carence en azote et en phosphore peut entraver la bioremédiation des
hydrocarbures, mettant en évidence I'importance d'ajuster I'apport en nutriments
selon les conditions environnementales [159,166]. Cependant, il est essentiel de
moduler cet apport car un excés en nutriments peut aussi étre contre-productif. Des
niveaux de nutriments supérieurs aux seuils optimaux peuvent nuire a la

biodégradation des HAPs, en ralentissant la décomposition des polluants organiques
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et, par conséquent, le processus de bioremédiation dans son ensemble [159,167].
Ainsi, une gestion équilibrée de la nutrition des microorganismes s'avére étre une
stratégie clé dans la bioremédiation des sites contaminés par les HAPs, nécessitant
une approche nuancée qui prend en compte a la fois les besoins des
microorganismes et les caractéristiques specifiques de I'environnement contaminé

pour optimiser I'efficacité du processus de dépollution [111,159].

2.3.2.4. Température

La température environnementale joue un rdle prépondérant dans la
dégradation des HAPs, influencant directement la capacité des micro-organismes a
procéder a la bioremédiation [157]. La solubilité et, par conséquent, les taux
d'absorption des HAPs augmentent avec la température, favorisant ainsi leur
dégradation [168]. Toutefois, cette efficacité varie selon le type de bactéries ; les
bactéries mésophiles aérobies voient leur activit¢ diminuer a des températures
élevées a cause de la réduction du taux d'oxygene dissous, tandis que les
psychrophiles préferent les températures plus fraiches et les thermophiles les
températures plus élevées [168]. Les recherches indiquent que la plage de
température mesophile de 20 °C a 45 °C est idéale pour la biodégradation des HAPs
[169]. Cependant, la dégradation a également été observée dans des conditions
extrémes, telles que des températures aussi basses que 0 °C dans des eaux salées
contaminées par du pétrole brut [170], ainsi qu'a des températures supérieures a 50
°C, ou plus de 90% des HAPs dans le compost de champignons ont été dégradés par
des enzymes ligninolytiques [171]. Une élévation de la température peut également
entrainer la transformation des HAPS en nouveaux composés, souvent plus toxiques,
ce qui peut compliquer et ralentir le processus de bioremédiation [147]. Malgré cela,
des études récentes explorant la bioremédiation des HAPs a des températures tres
élevées ont élargi notre compréhension de la dégradation microbienne, méme si la
plupart des recherches antérieures se sont concentrées sur la décomposition
anaérobie a des températures modérées [111,172]. La température influence de
maniere significative le processus de biodégradation des HAPs, avec des
implications complexes pour la bioremédiation. Les efforts pour nettoyer les sites
contaminés doivent donc prendre en compte le spectre complet des réponses
microbiennes aux variations thermiques pour optimiser la dégradation des polluants
[111,172].
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2.3.2.5. Biodisponibilité des hydrocarbures

Dans un écosysttme naturel, la biodisponibilit¢ désigne la capacité des
organismes vivants a absorber ou modifier une substance, ce qui dépend de facteurs
tels que les processus biologiques, la solubilite, et les interactions avec le sol et les
composés organiques [173,174]. Cette biodisponibilité est essentielle pour la
remédiation des polluants, mais la faible solubilit¢ des HAPs, leur adhérence au sol
et leur complexité moléculaire réduisent leur disponibilité [175,176]. Il a également
été observé que plus les HAPs ont un poids moléculaire élevé, moins leur solubilité
dans l'eau est importante, ce qui entraine une biodisponibilité réduite [160,177]. De
plus, avec le temps, les HAPs peuvent subir un vieillissement de la contamination,
devenant moins accessibles aux méthodes d'extraction chimique et biologique, ce
qui limite leur biodisponibilité dans les efforts de remédiation environnementale
[160,177].

2.3.2.6. Concentration de HAPs et toxicité des produits finaux

La bioremédiation, qui implique la décomposition de polluants toxiques dans
I'environnement a l'aide de ressources biologiques, est un processus important.
Cependant, il est essentiel de reconnaitre que des concentrations élevées
d'hydrocarbures peuvent affecter les activités des microorganismes [178]. Certaines
études ont montré qu'une faible concentration de pétrole brut dans le sol favorisait la
dégradation des hydrocarbures, tandis qu'une concentration plus élevee pouvait
réduire la biodégradation en raison de limitations en nutriments [126]. Encore, le
produit final de la dégradation des polluants et sa toxicité ne sont pas toujours bien
compris [152,179]. Il est donc déterminant de bien identifier et détoxifier les
produits finaux des impuretés a la fin de chaque étude [152,179]. Par exemple,
certaines études ont montré que la dégradation des HAPs peut produire des
contaminants oxy-HAPs plus nocifs que les HAPs d'origine [160,180]. Donc, la
surveillance attentive des métabolites produits pendant la bioremédiation est
essentielle pour évaluer leur toxicité avant et apres le traitement, car les
hydrocarbures oxydés peuvent étre plus dangereux que les HAPs initiaux [111,159].
De plus, la présence de mélanges de HAPs dans l'environnement peut influencer leur
dégradation par les microorganismes ou des études ont montré que les populations

bactériennes ciblent initialement les HAPs de poids moléculaire élevé, puis ceux de
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poids moléculaire plus faible [181]. De plus, lorsque la concentration d'un HAPS
specifique, comme le phényléne, est élevée, elle peut entraver la dégradation des
autres HAPs par la population bactérienne. Dans les mélanges binaires utilisant deux
colonies bactériennes pures, le phénol, le méthylnaphtalene et le pyrene ont été
observés comme des obstacles compétitifs a la dégradation du pyréne [182]. Par
conséquent, la concentration de HAPs dans I'environnement peut augmenter pendant
la biodégradation sur site, il est donc important de surveiller les interactions entre les
substrats pour éviter une augmentation de la concentration de HAPs lors de la
biodégradation sur site [182]. En fin de compte, la détoxification et la surveillance
des produits finaux sont essentielles pour garantir l'efficacité et la sécurité de la
bioremédiation des polluants [172].
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3. Bioremédiation

3.1. Introduction

En raison de la répartition de plusieurs polluants, il devient essentiel de
mettre au point une technologie de restauration pour nettoyer les sites contaminés
[183]. Outre, les nombreuses techniques actuellement utilisées pour dépolluer des
sites pollués, y compris les procédures chimiques et physiques qui nécessitent
l'utilisation de ressources énergétiques substantielles et peuvent entrainer la
production de polluants secondaires [184-186], la bioremédiation s'est imposee
comme une approche viable et respectueuse de I'environnement pour [I'élimination
des toxines de [I'écosysteme environnant [187]. La bioremédiation, également
connue sous le nom de biotraitement, et la bioremédiation [188], a été identifiée
comme une technique utilisant des plantes et des bactéries ou des champignons pour
la dégradation ou la détoxification de matériaux dangereux provenant de la zone
polluée  [189,190]. En comparant les approches physico-chimiques a la
bioremédiation, il a été démontré que la bioremédiation est une approche
respectueuse de I'environnement, économique et durable pour traiter efficacement
les contaminants [191,192]. L'objectif principal de la bioremédiation est de parvenir
a la décomposition compléte des polluants en dioxyde de carbone (CO2) et en eau
grace a [lutilisation de micro-organismes vivants, tout en évitant la production
d'autres polluants [193,194]. Le domaine de la bioremédiation implique de
nombreux processus tels que la biotransformation, la bioaccumulation, la bio
sorption et la stabilisation biologique, qui utilisent des micro-organismes, des
plantes, des enzymes ou leurs combinaisons [195]. En effet, il convient d'ajouter
qgu'une seérie de stratégies récentes de bioremédiation, y compris [l'utilisation
d'émulsifiants, de biosurfactants, de biopesticides, d'enzymes et d'organismes
génétiquement modifiés (OGM), peuvent potentiellement é&tre utilisées [196]. La
remédiation microbienne est une stratégie efficace pour éliminer les polluants des
sites contaminés [57]. Ces polluants sont utilisés par les micro-organismes comme
source de carbone et d'énergie [134,197,198]. Par conséquent, la bioremédiation
peut étre intrinséque lorsqu'elle se produit d'elle-méme, ou peut-étre bio-stimulée
uniquement lorsqu'elle se produit par [l'ajout d'oxygeéne, d'engrais, etc. Cela
favorisera la croissance des micro-organismes dégradant les polluants a l'intérieur du
milieu [189]. Lorsque les contaminants sont traités sur le site, la bioremédiation peut
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étre classée comme in-situ, et ex-situ lorsque les contaminants sont prélevés et traités
ailleurs [199]. L'utilisation de consortiums bactériens, par opposition aux souches
pures, est une approche plus efficace pour parvenir a un traitement biologique
durable des contaminants. Cela est di aux capacités métaboliques de soutien dont

font preuve les consortiums bactériens [194].

3.2. Biostimulation

La biostimulation consiste a renforcer la capacité de dégradation des
communautés microbiennes indigénes par [l'application de préparations nutritives
optimisées, de matériaux de support et damendements. Cette opération vise a
augmenter les processus métaboliques des micro-organismes qui peuvent utiliser les
polluants présents dans le sol comme sources d'énergie [200,201]. Dans les
traitements de biostimulation, une étude récente a rapporté I'efficacité élevée de
I'élimination des hydrocarbures pétroliers et des métaux lourds a l'aide d'un apport

organique.

3.3. Bio augmentation

Cette approche fondamentale comprend [lintroduction dans le sol de
microbes exogenes ayant des capacités de dégradation [200,202]. L'efficacité de la
remédiation est renforcée par la mise en ceuvre de la bio augmentation, qui implique
l'introduction délibérée de bio-agents, tels que des bactéries pures capables de
décomposer les contaminants, ainsi qu'un consortium microbien, dans le sol pollué
[60,203]. L'utilisation d'un consortium microbien peut améliorer la décomposition
des polluants grace a l'action collective de plusieurs micro-organismes, améliorant
ainsi la résistance aux facteurs externes. Cependant, l'obtention de conditions stables
pour l'induction du consortium microbien constitue un défi [204]. En plus, la culture
en masse de chaque micro-organisme individuel au sein du consortium est difficile
en raison des variations de leurs conditions de culture optimales [204,205]. Pour
résoudre ce probléeme, on peut envisager d'utiliser une bactérie pure au lieu d'un
consortium microbien [206]. Certainement, I'approche de la bio augmentation
permet aussi de découvrir des micro-organismes qui possedent la capacité de
dégrader ou de convertir des substances dangereuses en des formes moins toxiques
[207,208]. Sur la base de la littérature existante, il a été observé que la majorité des

champignons présentent une nature résistante et possedent un degré plus élevé de
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tolérance aux concentrations élevées de contaminants par rapport aux bactéries.
Cette observation est corroborée par les caractéristiques morphologiques et
biologiques complexes et avancées inhérentes aux champignons, comme l'indiquent

des études antérieures [209].

3.4. Nano-bioremédiation

La nano bioremédiation (NBR) est la méthode qui consiste a appliquer des
nanoparticules/nanomatériaux produits par des plantes, des champignons et des
bactéries pour éliminer les contaminants de l'environnement (tels que les polluants
organiques et inorganiques) dans les zones polluées a l'aide de la nanotechnologie
[187,210,211]. La nano bioremédiation a attiré [lattention de la communauté
scientifigue au cours des derniéres années en raison de la combinaison particuliére
de nanomatériaux et de techniques de bioremédiation [187]. La mise en ceuvre de
cette approche peut améliorer ['efficacité, le rendement temporel et la durabilité
écologique du processus de remédiation, augmentant ainsi les avantages qui y sont
associes [212,213]. D'aprées Kaur et al [214], [l'utilisation de nanoparticules (NPSs)
peut ameliorer la dépollution en raison de leur rapport surface/masse élevé, qui
permet l'introduction d'une plus grande quantité de particules dans I'environnement.
La NBR a pour objectif de réduire les effets secondaires sur l'environnement et de

diminuer les niveaux de contaminants [215].

3.5. Phytoremédiation

La phytoremédiation est une méthode de bioremédiation reconnue pour sa
fiabilit¢ et son approche écologique. Le processus utilise donc les plantes pour
absorber, stabiliser et convertir divers contaminants présents dans le sol ou l'eau
[216]. Si les plantes absorbent généralement les polluants présents dans le sol, leur
capacité a absorber le pétrole ou ses dérivés est limitée en raison de leur insolubilité
dans l'eau [217]. Le niveau de remédiation des polluants par les plantes varie en
fonction de plusieurs facteurs, notamment la variété spécifique de plantes [218], la
biomasse vegétale [219,220], le type de sol [221,222], et les conditions
environnementales [223-225].

De nombreuses plantes forment des interactions symbiotiques avec diverses

espéces bactériennes résidant a proximité de leurs racines, ce qui a permis
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d'améliorer le taux de biodégradation des composés organiques. Les plantes et les
micro-organismes sont connus pour jouer un rble important dans la remédiation de
I'environnement, accélérant ainsi le processus de nettoyage des déchets pétroliers
[217]. Ainsi, les plantes aquatiques jouent un rdle essentiel dans le processus de
phytoremédiation en accumulant et en dégradant efficacement les substances

toxiques et en servant de surfaces d'adsorption des polluants [226].

La phytoremédiation comprend plusieurs méthodes (Fig. 4), a savoir la phyto
extraction, la phyto stabilisation, la phyto volatilisation, la phyto transformation et la

rhizofiltration :

e Phyto extraction : il sagit du processus d'extraction et d'accumulation des
polluants dans les pousses de plantes, tout en minimisant les effets négatifs
sur les qualités du sol [227]. L'extraction des polluants de I'environnement
pollué pourrait étre facilitée par le processus de récolte des plantes [228]. Les
plantes absorbent les contaminants et les transportent ensuite vers divers
organes de la plante, y compris les tiges, les racines et dautres parties
consommables [229].

e Phyto stabilisation : il s'agit d'une technique de remédiation dans laquelle les
contaminants sont efficacement immobiliseés a l'intérieur du systeme racinaire
des plantes [230]. La phyto stabilisation peut transformer les polluants d'un
état nocif en un état non toxique ou faiblement toxique [231]. En effet, la
sécrétion de composés organiques par les racines des plantes a permis de
stabiliser et dimmobiliser les composants nocifs, empéchant ainsi la
dispersion des contaminants dans la rhizosphére de la plante [232].
L'absorption et la fixation des polluants sur les composants de la rhizosphere
des plantes entrainent une réduction de la biodisponibilité de ces éléments
[233].

e Phyto volatilisation : il s'agit d'une technique couramment employée pour la
conversion et le rejet ultérieur d'élements faiblement toxiques dans
I'atmosphere par le phénomeéne de volatilisation [234]. Le processus de phyto
volatilisation implique l'absorption des polluants par le systeme racinaire, leur
translocation ultérieure vers le systéeme racinaire et, enfin, leur libération dans
I'atmosphére  par  diffusion. Les feuilles stomatiques libérent  dans

I'atmosphere des polluants moins nocifs et moins volatils [235].
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e Phyto dégradation : il sagit des processus metaboliques qui se produisent
dans les tissus végétaux et qui facilitent la décomposition et la transformation
des contaminants. Les plantes ont la capacité de synthétiser des enzymes
telles que l'oxygénase et la déhalogénase. Ces enzymes facilitent le processus
catalytique de dégradation [5].

e Rhizofiltration : les plantes utilisées pour la rhizofiltration doivent avoir la
capacité d'extraire une quantité adéquate d'eau du sol afin de faciliter la
précipitation des contaminants a la surface des racines [236]. En paralléle, il
convient de noter que les racines des plantes de la rhizosphere sont capables
d'absorber les polluants présents dans le milieu environnant. De plus, ces
polluants absorbés se fixent a [lintérieur des racines, ce qui entraine leur

transformation en une forme insoluble [237].
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Figure 4: Les plantes utilisent divers mécanismes pour remédier aux PTE
dans le sol [216].

3.6. Applications des micro-organismes en bioremédiation

De nombreux micro-organismes sont isolés de [Il'environnement pollué et
peuvent tolérer les contaminants [189]. La capacité métabolique des micro-
organismes a convertir, dégrader ou accumuler les polluants tels que les
hydrocarbures, les métaux lourds, les médicaments, les composés hétérocycliques et
les radionucléides est essentielle pour garantir leur utilisation adéquate dans des

niveaux optimaux de nutriments et d'autres produits chimiques essentiels [238].
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En outre, tout micro-organisme qui sera utilisé dans les procédures de
bioremédiation doit avoir un génotype résistant aux polluants. Les micro-
organismes, quant a eux, possedent des propriétés particuliéres qui les rendent plus
acceptables pour la dépollution de I'environnement. En également, plusieurs études
ont prouvé que les caractéristiques physiologiques des micro-organismes, telles que
la synthese de biosurfactants, la chimiotaxie et la formation de biofilms, jouent un
role clé dans I'amélioration de la biodegradation [239,240].

3.6.1. Remobilisation des métaux lourds

Les métaux lourds ne peuvent pas étre biodégradés et peuvent donc affecter
les humains, les animaux et les plantes. lls ont un impact direct sur [l'activité
métabolique des plantes, affectant la santé des personnes et réduisant la production
alimentaire [241]. Par ailleurs, la contamination par les métaux lourds est
principalement due aux engrais et aux pesticides, les engrais phosphatés représentant
la source la plus courante de pollution des sols [242,243].

En prélevant les meétaux lourds dans le sol, les plantes produisent des
exsudats qui chélatent les ions métalliques et facilitent leur extraction et leur
solubilité [242]. De nombreux micro-organismes ont également été signalés comme
capables d'éliminer les métaux lourds tels que le cadmium, le zinc, le cuivre et le
plomb des environnements pollués via de la bio sorption ou de la bio transformation
[244]. Par exemple, plusieurs rapports scientifiques ont évalué la faisabilité de
l'utilisation de Rhizopseudomonas favorisant la croissance des plantes pour éliminer

les métaux lourds des sols et sédiments pollués [245].

3.6.2. Biodégradation des produits pétroliers

La plupart des pays industrialisés utilisent le pétrole comme principale
source d'énergie, mais différentes activités d'exploration pétroliére, de transport et de
vidange/fuite accidentelle de pétrole entrainent le rejet de quantités massives
d'hydrocarbures usagés dans l'environnement, ce qui provoque une pollution
importante [246]. Heureusement, les micro-organismes dégradant le pétrole peuvent
également dégrader ces polluants organiques dans I'environnement, ou ils utilisent

ces hydrocarbures comme source de carbone et d'énergie.
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Parmi les bactéries qui dégradent le pétrole les plus étudiées, on peut citer
Rhodococcus, Acinetobacter, Nocardia, Micrococcus, Methylobacterium,

Marinococcus, et Planococcus [247].

3.6.3. Remobilisation des hydrocarbures poly aromatiques (HAPS)

Les hydrocarbures poly aromatiques sont des composés chimiques constitués
principalement d'anneaux benzéniques ou penta cycliques fusionnés, organises selon
diverses conformations structurelles [134]. En raison de leurs propriétés mutagenes
et cancérigenes potentielles, ils font l'objet d'une attention particuliere [248]. Ainsi,
via de la chaine alimentaire, ces composants peuvent é&tre introduits dans les

populations humaines et méme chez les animaux [249].

Les micro-organismes sont essentiels a la décomposition des hydrocarbures
poly aromatiques dans le sol [250], Il existe donc deux types principaux de
biodégradation des hydrocarbures poly aromatiques : le métabolisme aérobie et le
métabolisme anaérobie. L'oxydation du cycle aromatique est suivie par la
décomposition systématique de la molécule en métabolites d'hydrocarbures poly
aromatiques et en dioxyde de carbone dans les processus aérobies. Le métabolisme
anaérobie des hydrocarbures poly aromatiques, quant a lui, est supposé se produire

par I'nydrogénation du cycle aromatique de I'nydrocarbure [251].

Une autre fagon d'améliorer la biodégradation des hydrocarbures poly
aromatiques consiste a produire des biosurfactants qui peuvent améliorer la
solubilisation apparente des hydrocarbures poly aromatiques, ce qui facilite leur
biodégradabilité et leur mobilité [63,252-254]. En effet, I'application de la coculture
fongique-bactérienne et des consortiums plantes-microbes peut étre encouragée, et

des recherches supplémentaires sont encore nécessaires a cet egard [129].

3.6.4. Dégradation du plastique

Les matieres plastiques sont souvent des matériaux organiques synthétiques
ou semi-synthétiqgues a haut poids moléculaire, constitués de longues chaines de
polyméres [255]. Dans tous les secteurs de la vie et de la technologie, [l'utilisation
des matieres plastiques augmente chaque année. Le polystyréne, le polyéthylene, le
chlorure de polyvinyle, le polypropyléne et le polyéthylene téréphtalate sont les

polyméres les plus couramment utilisés [256,257]. Malheureusement, environ 9 %

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 41



Syntheése bibliographique

des déchets plastiques ont été recycles, tandis que les 12% restants ont été bralés.
Les 79% restants sont stockés dans des décharges ou rejetés directement dans
I'environnement [258]. La plupart des déchets plastiques pénétrent dans I'eau et sont

ingérés par les animaux marins, dont ils perturbent I'habitat [256].

Il a été prouvé que de nombreux micro-organismes décomposent le plastique,
notamment Rhodococcus, Micrococcus, Moraxella, Pseudomonas, Streptococcus, et
Staphylococcus [259]. Les plastiques sont dégradés en fonction de divers aspects,
notamment la mobilité, le poids moléculaire, la cristallinité, les groupes fonctionnels
ou les additifs additionnels aux polymeres. La biodégradation du plastique se produit
par la colonisation de la surface du plastique par des micro-organismes, ce qui
entraine une réduction du poids moléculaire du plastiqgue. Le polymeére est d'abord
transformé en ses monomeres qui se décomposent par minéralisation en dioxyde de

carbone, en eau et en méthane [255,260].

Certains polymeres plastiques sont trop gros pour étre empéchés de traverser
la membrane cellulaire ; ils sont donc d'abord dépolymérisés en monomeéres plus
petits, puis absorbés par les micro-organismes. En outre, la biodégradation des
plastiqgues est principalement basée sur la sécrétion denzymes telles que la
protéinase k, la lipase et la déshydrogénase qui peuvent dégrader le polymere en une
molécule plus petite, par exemple des oligoméres, des diméres et des monomeres
[257].

3.6.5. Biodégradation des pesticides

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées pour prévenir et
contrfler divers organismes nuisibles, notamment les bactéries, les virus, les
champignons, les insectes, les nématodes, les mauvaises herbes, la flore et la faune
indésirables [261]. Cependant, la pollution par les pesticides est devenue I'une des
préoccupations majeures des scientifiques et des écologistes. Les pesticides peuvent
s'accumuler dans les plantes, le sol et les organismes. Ces polluants peuvent se

répandre dans I'eau, les aliments et le sol [5].
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4. Biosurfactants

4.1. Introduction

L'implication des bactéries est tres répandue dans les habitats qui ont été
contaminés, et ces bactéries ont la capacité dadopter de multiples comportements
afin d'exploiter les contaminants [217]. Certaines bactéries indigenes ont la capacité
de synthétiser des métabolites secondaires, notamment le sidérophore, l'acide indole
acétiqgue (IAA), la solubilisation du phosphate, et la libération de biosurfactant
[262,263]. Par exemple, l'utilisation de souches de Pseudomonas sp, Bacillus sp, et
Candida est connue comme un moyen de remédier aux composés organiques et
inorganiques des environnements pollués par la production de biosurfactants [264—
266].

Les biosurfactants sont une classe de biopolyméres amphiphiles dotés de
propriétés  tensioactives et  synthétisés par divers  micro-organismes.  Ces
biopolymeres sont constitués de composants hydrophobes et hydrophiles et jouent
un réle primordial dans la réduction des tensions superficielles et interfaciales (Fig.
5). La structure de ces biomolécules facilite en outre les processus d'émulsification
et de mouillage, de moussage, d'étalement et de solubilisation de composites non
miscibles [267,268]. Ces biotech-molécules recoivent plus dattention que leurs
homologues chimiques en raison de leurs avantages inhérents, tels qu'une toxicité
réduite et une biodégradabilité accrue. Par conséquent, elles sont devenues des
candidats prometteurs pour de nombreuses applications dans divers domaines,
notamment la bioremédiation, les cosmétiques, les produits pharmaceutiques,
I'alimentation, l'agriculture et les secteurs pétroliers [268,269]. La composition
structurelle des biosurfactants (BS) peut étre classée en trois catégories principales :
les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides ou lipopeptines polymériques
[270,271].
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Figure 5: Concentration critique en micelles (CMC) et formation de
micelles par les agents tensioactifs biologiques [266].

4.2, Structure chimique et classification des biosurfactants

La classification des biosurfactants est principalement basée sur leur
structure chimique et leur origine [272], et sont aussi classés en fonction de leur
poids moléculaire [273]. Il existe donc deux types de biosurfactants a) les surfactants
d'origine microbienne tels que les glycolipides, les lipopeptides, les surfactines, la
lichenysine et les phospholipides (Fig. 6) [272,274] et b) les tensioactifs d'origine
végétale tels que la saponine [275,276].

Du point de vue du poids moléculaire, ils peuvent étre classés en deux
catégories différentes [277,278]: (1) Les composés tensioactifs de faible poids
moléculaire, connus sous le nom de biosurfactants, réduisent efficacement la tension
superficielle air/feau et la tension interfaciale aux interfaces huile/eau [279], Ce
groupe comprend les glycolipides, les lipopeptides et les phospholipides [278,280];
et (2) Les agents a haut poids moléculaire sont réputés pour étre des bio émulsifiants

plus efficaces en tant que stabilisateurs d'émulsion [278-280].

En effet, les biosurfactants sont classes comme cationiques, anioniques,
neutres ou amphotéres, en fonction de la charge électrique liée a la partie polaire de
la molécule [281]. Bien que les agents de surface anioniques aient été
historiquement les plus utilisés, les agents de surface neutres sont de plus en plus

répandus a long terme [273].
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Figure 6: Mono-rhamnolipid (a), Di-rhamnolipid (b), Sophorolipide
lactonique (c), Sophorolipide acide (d), et Surfactine (e) [417].

4.2.1. Glycolipides

En ce qui concerne leur activité de surface élevée, les glycolipides, produits
principalement par Pseudomonas aeruginosa sous forme de rhamnolipides, ont recu
le plus dattention. Cette bactérie bien connue et facile a cultiver, le rendement de
rhamnolipides en quantités est relativement élevé aprés des périodes d'incubation
absolument courtes. Aussi, ils font partie des facteurs de virulence liés a la
pathogenese des infections a Pseudomonas aeruginosa [282]. La production de
rhamnolipides est nécessaire pour les voies métaboliques et la régulation des génes,
et contribuent également a la diversité des especes microbiennes [283].

Les sophorolipides sont wun autre type de glycolipides principalement
synthétisés par les levures telles que les especes de Candida, et constitués d'un sucre
dimére attaché par une liaison glycosidigue a un acide gras hydroxyle ou la
configuration de l'acide gras et la longueur de la chaine de carbone d'un
sophorolipide donné peuvent différer selon la source de carbone utilisée pour le
produire [284]. La portion de sucre représente une molécule de sophorose qui peut
étre acétylee a deux endroits, et la chaine carbonée a une longueur de 16 a 18

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 45



Syntheése bibliographique

atomes, comprend une ou plusieurs doubles liaisons, ou est saturé. Selon
l'organisation de la chaine des acides gras, il existe deux sous-types majeurs de
sophorolipides : la chaine ouverte caractérise le sophorolipide acide qui se terminent
par un acide carboxylique groupe, alors qu’une structure en anneau fermé caractérise
le sophorolipide lactonique ou la chaine est rattachée a la molécule de sophorose
[285].

En plus des deux glycolipides mentionnés ci-dessus, les tréhalolipides sont
une classe de glycolipides synthétisés par Rhodococcus, Corynebacterium,
Mycobacterium et Nocardia, contenant un disaccharide non réducteur avec deux
molécules de glucose liées entre elles via une liaison o, o-1, 1-glycosidique, et des
acides gras a longue chaine d’acide mycolique estérifiée en position C6 de chaque

glucose [33,286].

4.2.2. Lipopeptides

Les lipopeptides font partie des biosurfactants les plus connus et sont
principalement produits par des espéces de Bacillus. Leur structure se compose d'un
fragment peptidique liée a un acide gras [287]. La surfactine reste la famille la plus
étudiée parmi les lipopeptides, qui consiste en un heptapeptide conjugué avec un
acide gras B-hydroxy d'une longueur de chaine de 12 a 16 carbones atomes générant
une structure cyclique de lactone [288]. De plus, il existe d’autres décrits familles de
lipopeptides, dont les fengycines, les iturines, les kurstakins, les bacillomycines et
les mycosubtiline [289].

4.2.3. Acides gras, phospholipides et lipides neutres

Les acides gras, les phospholipides et les lipides neutres, qui sont considérés
comme des biosurfactants, sont produits en tant que métabolites extracellulaires par
I'oxydation microbienne des alcanes, qui permet [l'absorption de substrats
hydrophobes par les micro-organismes [272,290]. Une unité de glycérol estérifiée a
deux acides gras et a un groupe phosphate est présente dans tous les phospholipides,
et la longueur de la chaine d'hydrocarbures est liée au rapport hydrophilie/lipophilie
[291,292]. Les acides gras les plus courants sont les acides corynomycoliques et
d'autres acides gras hydroxylés qui ont été révélés étre des biosurfactants beaucoup

plus efficaces que les acides gras simples [292]. Les composés lipophiles tels que les
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triacyglycérols, les diacyglycérols, les esters de cire et les polyhydroxyalcanoates
font partie des lipides neutres extracellulaires produits par les bactéries marines
dégradantes [293]. La majorité des phospholipides sont des
phosphatidyléthanolamines [292,294].

4.2.4, Biosurfactants polymériques

Les biosurfactants polymeéres emulsan, biodispesan, alasan, et le liposan sont
largement reconnus comme émulsifiants [295]. Parmi ceux-ci, I'émulsan est le
mieux  documenté, et il est principalement  constitué  dun  squelette
hétéropolysaccharidique a laquelle des acides gras sont attachés de maniere
covalente par des liaisons o-esters. La partie polysaccharide présente différentes
formes de sucre dont la D-galactosamine, l'acide D-galactosaminuronique, D-
glucose, L-rhamnose, D-mannose et acide D-glucuronique [287], alors que le

liposan est constitué d'un mélange de glucides et de protéines [272].

4.3. Micro-organismes producteurs de biosurfactants

Une fois que la croissance microbienne a atteint une densité cellulaire élevee,
les biosurfactants sont généralement produits en phase exponentielle ou phase
stationnaire [296]. lls peuvent se trouver a l'intérieur des cellules (intracellulaires) ou

étre sécrétés a l'extérieur des cellules (extracellulaires) [297].

Les biosurfactants microbiens jouent un rdle fonctionnel clé dans I'absorption
de substrats hydrophobes par les microorganismes ; ils sont également impliqués
dans chaque phase de la formation du biofilm en favorisant la motilité afin d'éviter
I'adhésion des cellules aux substrats. En outre, les canaux fluidiques qui permettent
la circulation de l'oxygéne et des nutriments a l'intérieur du biofilm, et I'élimination
des produits de dégradation, sont maintenus par les biosurfactants. En plus, la
capacité des biosurfactants a réduire la tension superficielle des surfaces favorise

différents types de motilité des bactéries comme I'essaimage et la contraction [298].

De nombreux biosurfactants ont été produits par des bactéries de nombreux
genres  différents, 'y compris  Pseudomonas, Bacillus, = Mycobacterium et
Acinetobacter [279], qui peuvent produire des biosurfactants naturellement ou en
réponse a un stress [299]. Les actinomycétes et les champignons, en plus des

bactéries, produisent aussi des biosurfactants [300], comme la production de
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sophorolipides par la levure Candida [301,302], et parmi les biosurfactants les
mieux décrits produits au sein de la classe des Actinomycetes sont des glycolipides a
base de glucose, dont la majorité possede un squelette hydrophile composé de
glycosides liés par des liaisons glycosidiques, générant un groupement de tréhalose
[303].

4.4. Applications des biosurfactants dans la biotechnologie environnementale

Les biosurfactants sont des produits ayant un vaste potentiel industriel
(biorestauration, cosmétiques, production daliments) [304]. Dans différents aspects
de la biotechnologie environnementale, les biosurfactants peuvent étre utilisés de
pour récupérer les hydrocarbures dans les réservoirs de stockage, dans le nettoyage
des déversements de pétrole, et la bio dépollution du sol et de l'eau [305,306].
Comme cela a été démontré précédemment, les especes Pseudomonas et Bacillus
sont le plus souvent signalées comme productrices de biosurfactants et peuvent étre
efficacement appliquées dans différentes technologies de bioremédiation. Les
principales applications environnementales sont détaillées dans les sections

suivantes sections.

4.5. Remobilisations des métaux lourds

Dans la galaxie chimique, les deux principaux polluants environnementaux
sont les métaux lourds et les HAPs [307,308]. Le probleme de la pollution par les
métaux lourds est étroitement lié avec sa toxicité pour les plantes, les animaux et les

humains et son manque de biodégradabilité [241].

Aussi, les métaux lourds provoquent de  multiples types  de
dysfonctionnements du systéme biologique et peut causer la mort [309]. Arsenic,
cadmium, le chrome, le plomb et le mercure sont parmi les priorités métaux
importants pour la santé publique en raison de leur forte toxicité [310]. Une gamme
de processus a médiation bactérienne peuvent améliorer la mobilité des métaux, y
compris les interactions des métaux avec composants membranaires des bactéries (p.
ex. pigments, polymeéres...) et comme par exemple la production de sulfures par les
bactéries sulfato-réductrices [311]. Plusieurs études ont prouvé le r6le important des
biosurfactants dans la remobilisation des métaux lourds de I'environnement en

facilitant leur solubilisation, dispersion, et désorption [312—-314].
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Figure 7: Remobilisation des métaux lourds par des biosurfactants

microbiens [32].
Comme montre la figure ci-dessus, ces meétabolites peuvent former des

complexes avec les métaux lourds a l'interface entre les sols, désorber les metaux de
la matrice du sol, incorporer des métaux dans des micelles de biosurfactants, et ainsi
augmenter la solubilitt des metaux et la biodisponibilitt du sol [315]. I est
intéressant de noter que des preuves significatives suggeérent que les biosurfactants
peuvent augmenter la mobilisation des métaux lourdes dans les sols pollués [312—
314,316]. En fonction de la charge électrique des biosurfactants, et grace a des
liaisons ioniques, les biosurfactants anioniques peuvent former des complexes non
ioniques avec des métaux conduisant a leur détachement du sol (Fig. 7). L'échange
d'ions permet le biosurfactant cationique pour rivaliser et remplacer des similaires
ions métalliques pour les surfaces chargées négativement [315]. De plus, les
biosurfactants microbiens peuvent étre impliqués dans d'autres mécanismes de
remobilisation des métaux lourds, tels que la phytoremédiation modulée par les
microorganisme-plant et la bioremédiation des métaux lourds médiée par les
biofilms, qui ont s'est avéré é&tre un moyen essentiel d'améliorer remédiation des
métaux lourds, désintoxication, et médiation durable et dynamique des nutriments
des plantes [239,274,309].
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4.6. Remobilisation des HAPs

Les HAPs sont des contaminants du sol trés répandus, et sont considérés
comme des polluants prioritaires en raison de leur cancérogénicité [317]. Les micro-
organismes jouent un réle essentiel dans la dégradation des HAPs dans le sol [250].
Il existe deux types principaux de microorganismes qui participent a la
biodégradation des biodégradations des HAPs les bactéries aérobies et anaérobies/la
dégradation métabolisme. Les mécanismes aérobies reposent sur l'oxydation de
l'anneau aromatique, suivie d'une décomposition systématique du composé en
métabolites des HAPs et/ou en dioxyde de carbone, tandis que le métabolisme

anaérobie des HAPs est supposé par I'nydrogénation du cycle aromatique [251].

Un autre moyen d'améliorer la bioremédiation des HAPs est la production de
biosurfactants, qui peuvent accroitre la solubilité apparente des HAPs, augmentant
ainsi leur mobilité et leur biodégradabilité [63,252-254]. Ces molécules biosourcées
sont probablement plus préférables lorsqu'elles sont produites par les micro-
organismes dégradants eux-mémes. Dans en plus de la biodisponibilité accrue des
contaminants, les biosurfactants agissent pour ameéliorer la biodégradation [317] en
modifiant les propriétés de la surface des cellules bactériennes ou en impliquant la
solubilisation et I'émulsification de ces hydrocarbures [318], ce qui entraine une
réduction de la tension superficielle autour de la bactérie, ainsi que de la tension
interfaciale entre la paroi cellulaire bactérienne et I'nydrocarbure [319]. Il est de plus
en plus évident que les interactions entre les polluants et les biosurfactants de la
matrice contaminante peuvent modifier les propriétés des membranes cellulaires et
augmenter l'adhésion microbienne, ce qui affecte I'efficacité de la biodégradation
[289,320,321].

Il existe deux mécanismes permettant d'améliorer la vitesse de désorption des
HAPs dans le sol : la solubilité¢ micellaire et la modification directe de la matrice du
contaminant. La solubilisation micellaire consiste a diviser les HAPs en micelles de
tensioactifs lorsque les surfactants dépassent la concentration micellaire critique
(CMC), ce qui entraine une augmentation de la vitesse de désorption en maximisant
le gradient de concentration entre les phases absorbante et aqueuse [322]. Des
concentrations plus élevées de tensioactifs sont généralement nécessaires pour ce

processus, car la solubilité des hydrocarbures dans la solution dépend entierement de
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la concentration de l'agent de surface [323]. Le processus de mobilisation se déroule

en dessous de la CMC du biosurfactant. Une fois que les micro-organismes sont en
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Figure 8: Un processus simplifi¢ d’activit¢é des biosurfactants pour une

meilleure compréhension de la bioremédiation des hydrocarbures dans le sol [32].

contact étroit avec le sol pollué, et grace aux mécanismes de chimiotaxie (Fig. 8)
[324], les micro-organismes dégradant les polluants se dirigent vers les HAPs et
commencent & produire des biosurfactants monoméres qui adsorbent et entourent ces
polluants, ce qui permet leur désorption du sol par la formation de micelles (Fig. 8).
Les micelles entourées de HAPs facilitent la solubilisation, I'émulsification et la
biodégradation des hydrocarbures [295,325].

4.7. Récupération microbienne du pétrole (MEOR)

La récupération du pétrole par voie microbienne est l'un des domaines
d'application les plus importants pour les biosurfactants dans I'industrie pétroliere
[279,311,326]. Ce procédé est une technologie essentielle de récupération tertiaire,
qui utilise des micro-organismes et leurs métabolites pour la récupération du pétrole
résiduel [327-329]. Ces métabolites, qui peuvent comme agents de surface
(molécules amphiphiles), permettent de remplacer les tensioactifs chimiques et
d'améliorer la durée de vie des réservoirs matures [279,330]. Les biosurfactants sont

efficaces en réduisant tension superficielle et interfaciale, [l'altération de Ila
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mouillabilité, et la formation d'émulsions huile/eau ou eau/huile [331]. Ces
caractéristiques permettent au biosurfactant d'étre un candidat approprié pour la
récupération du pétrole [332]. La récupération du pétrole microbienne (MEOR) (Fig.
9) est basée sur l'injection d'eau de contenant des micro-organismes, des nutriments
et/ou des et/ou des biosurfactants qui amélioreront I'émulsification et la mobilité du

pétrole en réduisant les tensions de surface et d'interface.

Ces propriétés des biosurfactants permettent de récupérer d'importantes
quantités de pétrole dans les puits [331,333]. Récupération de pétrole améliorée par
les microorganismes produisant de biosurfactants peut étre appliquée in situ ou ex
situ [331]. In situ, les bactéries productrices de biosurfactants et leurs nutriments
sont injectés dans les réservoirs de pétrole, et les biosurfactants produits sont ensuite
utilises dans les réservoirs de pétrole en augmentent la récupération du pétrole
[334,335]. Dans le systeme ex situ, les agents tensioactifs sont d'abord produits par
fermentation aérobie dans, puis injectés dans réservoirs de [335-337] ; cette
méthode souffre techniques de biotraitement complexes et des codts élevés de
produits [338]. Ainsi, la production in situ de biosurfactants dans les réservoirs de
pétrole est plus pour les applications de récupération du pétrole par voie
microbienne en raison de la rentabilité et de la simplicité de la mise en ceuvre [334].
En outre, il sagit toujours de l'application privilégiée dans les cas ou linjection de
nutriments  sélectifs sur mesure pour stimuler les microorganismes indigenes
producteurs de biosurfactants, soit l'injection de réservoirs de pétrole avec des
micro-organismes exogenes producteurs de biosurfactants avec des nutriments
[331].
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pétrole [32].

4.8. Bioremédiation des pesticides

Les pesticides sont des substances chimiques utilisées pour prévenir et lutter
contre divers organismes nuisibles, notamment les bactéries, les virus, les
champignons, les insectes, les nématodes, les mauvaises herbes, la flore et la faune
indésirables [261]. Cependant, la pollution par les pesticides est devenue une grave
préoccupation environnementale. Les pesticides peuvent s'accumuler dans les

plantes, le sol et les organismes et se retrouvent dans I'eau et les aliments [5].

Outre les métaux lourds et les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les
biosurfactants peuvent étre un candidat a la bioremédiation pour une large gamme
de résidus de pesticides [339]. L'un des mécanismes d'action des biosurfactants est
base sur la formation de complexes micelles biosurfactant-pesticide, qui
interagissent avec les liaisons hydrogéne des molécules d'eau, ce qui permet
d'obtenir une meilleure solubilisation des pesticides [340]. Plusieurs rapports ont été
publiés sur les propriétés possibles de nombreuses bactéries telles que Pseudomonas
sp, Bacillus sp et Acinetobacter sp, en tant que producteurs de biosurfactants, qui
éliminent les métaux lourds des sols contaminés et en méme temps accélérer la
biodégradabilité des pesticides [323]. De multiples rapports soulignent le succés de
l'utilisation de biosurfactants pour améliorer la récupération du plomb et du
cadmium et [élimination du pesticide lindane [341]. Aussi, les biosurfactants
produits par Pseudomonas aeruginosa a montré un taux de biodégradation trés élevé

des pesticides organophosphorés [342]. En autre étude récente, un glycolipide et un
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glycopeptide produit par Pseudomonas rhodesiae et Pseudomonas marginalis, ont
présenté respectivement une capacité significative a augmenter le taux de
dégradation des insecticides [343]. Dans un brevet, il a été noté que les arachnides,
les ceufs, et les larves ont tous été controlés avec succes avec des biosurfactants
glycolipides [344]. De plus, [l'observation microscopique des pucerons traités au
rhamnolipide a permis d'identifier le mécanisme insecticide comme étant

I’endommagement de la membrane cuticulaire [345].
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5. Rhamnolipides

5.1. Introduction

Les rhamnolipides sont les biosurfactants les plus attrayants et les plus
largement rapportés dans la recherche actuelle en raison de leurs propriétes
physicochimiques ainsi que de leurs activites de surface et dinterface,
d'émulsification et de solubilisation [346]. En plus de leur efficacité dans des
conditions environnementales extrémes, ils sont connus pour leur acceptabilité
écologique [9]. La demande énorme et le colt élevé des rhamnolipides obligent les
chercheurs a se concentrer sur I'amélioration de la production et l'optimisation des
conditions pour obtenir un rendement élevé. Différentes stratégies ont été congues et
sont actuellement employées et explorées pour réduire les colts de la production de
biosurfactants [347]. Récemment, les rhamnolipides peuvent également étre produits
en grandes quantités apres de courtes périodes d'incubation a partir de substrats
renouvelables et peu codteux tels que les huiles végétales usées [9,346]. Bien que les
bactéries puissent donner des rendements plus élevés de rhamnolipides avec des
hydrocarbures comme substrat [9,142]. Pour ces raisons, ces composes amphiphiles
biosourcés sont considérés comme “verts" pour l'environnement car ils sont

biodégradables, non toxiques et économiques [21,348].

Derniérement, les rhamnolipides ont fait I'objet d'une grande attention et sont
principalement produits par de nombreuses souches de Pseudomonas aeruginosa et
des especes associées. Les propriétés physicochimiques et biologiques désirables des
rhamnolipides sont applicables dans plusieurs domaines divers, y compris les
industries  thérapeutiques,  biomédicales et  pharmaceutiques. En  fait, les
biosurfactants sont largement utilisés dans de nombreux domaines tels que
I'industrie pétrochimique, la bioremédiation dans les systémes de protection de
I'environnement, l'alimentation, la cosmétique, Il'agriculture, et la biomédecine
[9,349,350]. Le présent chapitre met en évidence les différentes stratégies et

conditions de production des rhamnolipides.
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5.2. Structure et classification des rhamnolipides

Pseudomonas aeruginosa est la principale productrice de rhamnolipides dans
des conditions aérobies et anaérobies des deux principales structures glycolipidiques
(Fig. 10), les mono ou les di-rhamnolipides, ou les deux ensemble [351]. Les
rhamnolipides sont principalement composé d'un groupe de glucides lié aux acides
gras [345]. La partie glucidique est constituée de mono-rhamnolipide ou di-
rhamnolipide, et les moitiés rhamnose sont liés par une liaison a-1,2-glycosidique.
La partie non glycosidiqgue se compose principalement d'un ou de deux (dans de
rares cas, trois) chaines d'acides gras P-hydroxylés (saturés, mono- ou
polyinsatures), avec une longueur de chaine allant de C8 a C16 attachées par une
liaison ester entre le groupe P-hydroxyle de la chaine distale (par rapport a la liaison

glycosidique) et le groupe carboxyle de la chaine proximale [282].

B-hydroxyl group

Hydrophilic Head

Hydrophilic Head B-hydroxyl group

l Hydrophobic tail

@ cCooH

E? @ CH,CH2,CH3
$

Hydrophobic tail

Long-chain

'0 ) RLs
Rha : Rhamnose
a-1,2-glycosidic linkage
Di-RLs
Rha'Rha'C14'C14

Figure 10: Structure chimique des deux principaux types de rhamnolipides.
[374].

5.3. Synthese des rhamnolipides et voies métaboliques

La voie de biosynthese des rhamnolipides, qui est un réseau complexe, est
réticulée avec la formation de différentes especes de polysaccharides (Fig. 11). La
voie a eté étudiée par Dobler [352], dans laquelle la synthése de rhamnolipides est
étroitement liée a la formation de divers polysaccharides. Leur partie hydrophobe est
produite via des synthétases d'acides gras de type Il (FAS II) [353]. La synthese des

moitiés d'acides gras présents dans les N-acyl homoserine lactones (AHL) et les 4-
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hydroxyl-2-alkylquinolens (HAQ) est étroitement liée, avec des étapes communes
dans leur formation [354]. Initialement, on pensait que lI'enzyme RhIG jouait un role
dans le détournement des composants d'acides gras de leur voie biosynthétique
habituelle. Cependant, des études ont montré que RhIG n'est pas impliqgué dans la
biosynthése des rhamnolipides, contrairement a RhIA, qui joue un réle pivot dans la
conversion  des  intermédiaires [3-D-hydroxyacyl-ACP en composants de
rhamnolipides [355]. La partie lipidique des rhamnolipides est probablement
synthétisee de novo. Des recherches ont montré que I'expression des facteurs de
virulence, y compris les rhamnolipides, est affectée par les enzymes de [-oxydation
des acides gras [356]. La p-oxydation joue un rble important dans la fourniture de
précurseurs lipidiques pour la biosynthese des rhamnolipides, suggérant une
connexion métabolique entre ces deux processus [357]. Trois enzymes majeures,
RhIA, RhIB et RhIC, interviennent dans la biosynthese des rhamnolipides. RhIA
catalyse la synthése du dimere d'acides gras des rhamnolipides et de I'acide 3-(3-
hydroxyalkanoyloxy) alcanoique (HAA) libre, tandis que les rhamnosyltransférases
RhIB et RhIC catalysent le transfert de L-rhamnose activé soit au HAA, soit a un
mono-rhamnolipide  préalablement généré [358]. Le précurseur du dTDP-L-
rhamnose, nécessaire pour la partie hydrophile des rhamnolipides, est dérivé des
voies metaboliques de I'Entner-Doudoroff et de la gluconéogenése. La génération de
L-rhamnose actif commence par la conversion du D-glucose-6-phosphate en D-
glucose-1-phosphate, suivi par les produits du géne de I'opéron rmLBDAC
[359,360]. L'enzyme RmLA, qui catalyse le transfert d'un  nucléotide
thymidylmonophosphate au glucose-1-phosphate, joue un rdle régulateur dans la
synthese du dTDP-L-rhamnose. Ce dernier agit comme un produit inhibiteur dans sa
propre synthése, influencant ainsi toutes les voies métaboliques liées, y compris la

synthese des rhamnolipides [361].
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Figure 11: Voie de biosynthése des rhamnolipides chez Pseudomonas

aeruginosa [352].

5.4. Régulations génétiques de la biosynthese des rhamnolipides

Le processus de synthese des rhamnolipides chez Pseudomonas aeruginosa
suit une voie séquentielle qui comprend trois génes primaires, a savoir rhlA, rhiB et
rhlC. Ces genes sont responsables du codage de trois enzymes distinctes impliquées
dans la synthese des rhamnolipides [362]. Le terme "produit du gene" fait référence
a la molécule fonctionnelle ou a la protéine produite a la suite de I'expression du
géne. L'enzyme RhIA, également connue sous le nom de rhamnosyltransférase A,
est responsable de la facilitation de la synthése de la partie acide gras et des 3-(3-
(HAA). Le I'addition
liore de HAA au dTDP-L-rhamnose,
I'enzyme RhIB (rhamnosyltransférase B), ce qui

hydroxyalkanoyloxy)  alcanoates processus  implique

enzymatique d'une molécule facilitée par
entraine la formation de mono-
rhamnolipides. Les mono-rhamnolipides subissent une conversion ultérieure en di-
rhamnolipides par [l'activité enzymatiqgue de RhIC, a savoir l'ajout d'une molécule
supplémentaire de dTDP-L-rhamnose. Les genes rhlA et rhIB sont colocalisés a
I'intérieur du méme opéron, tandis que rhlC est situé dans une région génomique

distincte du régulon rhl [363].
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Figure 12: Les génes régulant le systtme quorum-sensing chez A.

aeruginosa [524].

5.4.1. Synthése des rhamnolipides régulée par le systéeme quorum-sensing

Les systemes de quorum sensing (QS) sont des systemes de communication
cellulaire bactérienne qui comprennent la biosynthése, la sécrétion et la détection de
molécules de signalisation connues sous le nom dauto-inducteurs (Al) [364]. Les
mécanismes de QS au sein des populations bactériennes peuvent produire un
comportement synchronisé et coordonné une fois qu'un certain quorum est atteint.
Les systemes régulateurs de QS sont répandus chez les bactéries, contr6lant une
grande variété de comportements biologiques [364]. Un systéme régulateur de QS
typique est composé d'une synthase de signal, d'une protéine réceptrice de signal et
d'une molécule de signal. Chez P. aeruginosa, les systemes QS principaux sont las
et rhl (Fig. 12): les synthases Lasl et Rhll produisent leurs molécules de signal, les
homosérine lactones 30C12-HSL et C4-HSL. Ces molécules de signal se lient et
modulent  leur  régulateur  transcriptionnel  correspondant, LasR et RhIR,
respectivement [365]. Le systeme las nécessite également Rsal, une protéine
répresseur pour lasl et lasR, régulant a la baisse I'expression de ces deux genes et

affectant indirectement la biosynthése des rhamnolipides [366].

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 59



Syntheése bibliographique

Un troisieme systtme QS, le signal quinolone de Pseudomonas (PQS), est
impliqué dans la régulation positive de la biosynthése des rhamnolipides. Le
récepteur PgsR (ou MvfR) médie I'expression des grappes de génes phnAB,
pgsABCD et pgsH, tous liés a la biosynthése des signaux quinolones, des 4-
hydroxy-2-alkylquinolones (HAQ) et du signal quinolone de Pseudomonas (PQS),
le 2-heptyl-3-hydroxi-4-quinolone [367,368]. La biosynthese de PQS est promue par
les produits géniques de l'opéron pgsABCD et se lie & PgsR (MvfR) (Fig. 13), un
régulateur de type LysR. L'expression de PqsR est induite par le systeme las et
réprimée par le systtme QS rhl, dans un réseau régulateur typiquement complexe.
La production de PQS atteint son maximum en phase stationnaire tardive [369], une
cinétique de production similaire a celle des rhamnolipides. Les mutants knockout
de pgsR et pgsE ont des niveaux de production de rhamnolipides diminués, méme
lorsqu'ils sont alimentés avec du C4-HSL exogéne [370]. Cette découverte indique

un réle direct de PgsR et PQS dans la biosynthése des rhamnolipides.

Certains genes régulés par QS répondent spécifiquement au régulon rhl,
comme l'opéron rhlAB (Fig. 13), qui affecte directement I'expression des enzymes
biosynthétiques des rhamnolipides [371]. Dans le cas de LasR, il semble jouer un
role direct dans le contrdle des systémes rhl et pgs (Fig. 13). La transcription de rhll
est activée par le complexe LasR-30C12-HSL de maniére dépendante de las,
établissant une hiérarchie QS classique basée sur LasR. Cependant, il a été rapporté
que l'expression du systeme rhl est toujours maintenue dans un mutant lasR-minus,
et que RhIR contrble partiellement certains genes liés a LasR en l'absence de LasR
[365]. La production de rhamnolipides chez P. aeruginosa est directement liée au
régulateur transcriptionnel RhIR, qui agit soit comme activateur via le complexe
RhIR-C4-HSL, soit comme répresseur en l'absence d'auto-inducteur [370].
Egalement li¢ au systtme QS las est Vfr, un régulateur global du facteur de
virulence chez P. aeruginosa. Vfr est une protéine liant le cAMP, connue pour

activer directement I'expression de LasR et RhIR [370].

Le regulateur transcriptionnel QscR, un membre homologue de la famille
Lux, semble jouer un réle dans l'intégration entre les systemes QS las et rhl [372], se
liant a LasR et RhIR de maniére réversible, a faibles niveaux de AHL. Lorsque la
concentration de AHL augmente, des complexes stables QscR-AHL se forment. En
conséquence, lorsque QscR se dissocie de LasR et RhIR, des complexes d'activation
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transcriptionnelle LasR-30C12-HSL et RhIR-C4-HSL se forment [373]. Ce mode
d'action explique pourquoi l'opéron rhlAB est réprimé par QscR pendant la phase
exponentielle [372].
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Figure 13: Régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de la

biosynthése de rhamnolipides chez P. aeruginosa [352].
5.4.2. Ingénierie et amélioration de la production de rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des biosurfactants polyvalents et prometteurs pour
des applications commerciales en raison de leurs propriétés utiles, telles que leur

faible toxicité et leur production a partir de sources renouvelables [346,374].

Cependant, leur colt élevé de production limite leur utilisation, ce qui a
conduit a I'exploration de diverses stratégies pour améliorer leur rendement
[279,352]. Deux principales approches ont été privilégiées : l'ingénierie métabolique
et l'optimisation des parametres du processus. L'ingénierie métabolique implique la
modification de souches bactériennes pour augmenter la  production de
rhamnolipides, en se concentrant sur les enzymes de biosynthese et les protéines de

régulation génique [279].

Plusieurs études ont réussi a créer des souches bactériennes génétiquement

modifiées, principalement des Pseudomonades, avec une production accrue de

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 61



Syntheése bibliographique

rhamnolipides [352]. Des approches complémentaires ont été explorées, telles que
I'utilisation de protéines comme I'hémoglobine de Vitreoscilla pour améliorer la
production [375,376]. Des recherches ont également mis en Ilumiere le role de
certaines protéines, notamment EstA et LipC, dans la régulation de la production de
rhamnolipides [377-379].

La majoritt des données ont été acquises grace a l'utilisation de
rhamnolipides produits par Pseudomonas aeruginosa, qui sont principalement
composés de Rha-Rha-C10-C10. Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne
opportuniste qui affecte les humains, les animaux et les plantes, ce qui réduit l'intérét
de son utilisation dans diverses applications industrielles et environnementales
[184,374,380].

De plus, les chercheurs ont envisagé d'exprimer des génes de P. aeruginosa
dans des hoétes bactériens non pathogenes pour augmenter la production de
rhamnolipides comme Pseudomonas stutzeri [381]. Récemment, une approche
potentielle pour résoudre ce probleme implique l'identification de nouvelles souches
non pathogénes qui possédent des capacités inhérentes a métaboliser une vaste
gamme de substrats et a synthétiser des métabolites secondaires grace a la présence
d'une grande variété d'enzymes [380]. Les tentatives d'utiliser des souches GRAS
comme Escherichia coli, Burkholderia sp Et autres souches de Pseudomonas sp
comme alternative a P. aeruginosa pour la production de rhamnolipides ont donné
des résultats promoteurs [184,352,374,380]. En fin de compte, lingénierie
métabolique demeure un domaine de recherche crucial pour améliorer la production

de rhamnolipides et rendre cette technologie plus économique [352].

5.5. Production de rhamnolipides
5.5.1. Microorganismes producteurs de rhamnolipides

Les rhamnolipides, principalement produits par Pseudomonas aeruginosa,
une pathogene opportuniste humaine, suscitent des inquiétudes quant a leur securité
et limitent leur utilisation dans divers domaines [382]. Cependant, malgré cela,
l'utilisation des souches de P. aeruginosa et de leurs produits dans diverses
applications biotechnologiques, y compris l'environnement, la médecine, et d'autres

applications industrielles, a été largement étudiée [383]. De plus, Les
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caractéristiques pathogénes présentés par les espéces de Pseudomonas, peuvent étre
relativement restreints dans certaines situations. Par exemple, lorsque ces micro-
organismes sont utilisés dans des bioréacteurs de divers types bénéficiant de
contrbles appropriés sur les émissions liquides et gazeuses, ou lorsque d'autres

mesures d'atténuation ou de confinement spécifiques sont mises en place [384].

En réponse, la recherche s'est orientée vers des microorganismes alternatifs
producteurs de rhamnolipides. Par exemple, au sein du genre de Pseudomonas, les
rhamnolipides sont également synthétises par diverses espéces telles que P.
plantarii, P. choloraphis, P. putida, et P. fluorescens [385]. Lysinibacillus
sphaericus [ITR51 et Planococcus sp produisent des rhamnolipides aux propriétés
antimicrobiennes  [386,387].  Enterobacter = cloacae = BAGMO01  produit  des
rhamnolipides stables a hautes températures et salinités, en utilisant diverses sources
de carbone, y compris le diesel et I'huile de tournesol [388]. Thermoanaerobacter
sp. CMCNRG TB177 et Paraburkholderia sp. C3 ont montré un potentiel dans la
production de rhamnolipides en utilisant des sources de carbone alternatives comme
la mélasse et le glycérol, un sous-produit du biodiesel, respectivement [389,390]. En
outre, Burkholderia thailandensis E264, une souche non pathogéne, a également été
largement étudiée pour la production des rhamnolipides [349,380,391,392].

5.5.2. Facteurs influencant la production de rhamnolipides

La production de biosurfactants est influencée par plusieurs facteurs, qui
peuvent étre regroupés en facteurs environnementaux, génétiques, et opérationnels
[393,394]. La maximisation de la production nécessite un équilibre soigneux et une
optimisation des conditions environnementales, une sélection et une manipulation
adéquates des souches bactériennes, ainsi que des stratégies opérationnelles précises
[394].

5.5.2.1. Effet de différents nutriments
Le rendement final et le type spécifique de surfactant produit peuvent é&tre
considérablement influencés par le choix des substrats ou des nutriments [347]. Le

carbone joue un rb6le essentiel dans la détermination du rendement global [395]. En

plus du carbone, dautres éléments tels que l'azote, le phosphate et des éléments

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 63



Syntheése bibliographique

traces, y compris les métaux et le fer, jouent également des rdles capitaux dans

I'influence du rendement du produit final [347].

5.5.2.1.1. Carbon

Le type de substrats carbonés affecte significativement le rendement de
production de biosurfactant [347,396], car la source de carbone affecte
significativement a la fois la croissance du microorganisme et la structure ainsi que
le taux de production de la molécule de biosurfactant souhaitée. Diverses sources de
carbone, telles que le malt, la mélasse, la graisse animale, les huiles végétales, les
résidus pétroliers, les produits pétroliers, les produits laitiers et les résidus de
distillerie, ont été utilisées dans la production de biosurfactants [183,397].

Les sources de carbone sont genéralement divisées en trois types principaux :
les hydrocarbures, les glucides et les huiles végétales [347]. Différents microbes
sélectionnent différents types de sources de carbone pour la synthése de
biosurfactant. Tandis que certains préferent des sources hydrophobes comme les
huiles végétales [398] ou les hydrocarbures [9,28,142], d'autres pourraient opter
pour des glucides [399,400], ou méme un mélange de diverses sources de carbone
[401], soit singulierement, soit en combinaison, comme noté par plusieurs de
chercheurs [396,402].

5.5.2.1.2. Phosphate

Pour que les micro-organismes synthétisent des biosurfactants, le phosphate
est un ingrédient nécessaire [298]. Car, le phosphate est indispensable non seulement
pour la viabilit¢ des micro-organismes producteurs de biosurfactants mais aussi pour
influencer la quantité et la qualité des biosurfactants synthétisés [403]. Un apport
adéquat en phosphate assure une croissance optimale du micro-organisme, ce qui est

prérequis pour une production efficace de biosurfactants [404].

5.5.2.1.3. Azote

La production de rhamnolipides est également influencée par des facteurs
autres que les sources de carbone dans le milieu, et est affectée par la disponibilité
de l'azote [298,405]. De nombreuses sources d'azote, dont le nitrate dammonium
[406], le nitrate [407], le nitrate de sodium [408,409], et lurée [36] sont les
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meilleures sources pour la production de rhamnolipides par les souches de
Pseudomonas. Mais, le choix de la source d'azote reste souvent dépendu de la

composition du milieu et du micro-organisme producteur [394].

5.5.2.2. Parameétres environnementaux

Pour obtenir la meilleure production de biosurfactant & partir d'une souche de
microorganisme choisie, il est décisif de définir les conditions de culture
appropriées. Les facteurs importants a considérer incluent la température, le pH,

I'apport en oxygene et la vitesse d'agitation [315,393].

5.5.2.2.1. Effet de la température

La température dans toute la croissance est également un facteur physique
qui exige lattention, car une petite différence peut de maniere significative affecter
la production des biosurfactants [394]. La température optimale pour la production
de rhamnolipides se situe souvent entre 25 °C et 30 °C, mais cela peut varier selon la

souche bactérienne utilisée [402,410].

5.5.2.2.2. Effet du pH

Le pH du milieu de culture peut influencer la production, avec des pH
optimaux variant généralement entre 57 et 7,8 pour la plupart des souches
productrices [271]. Les études indiquent que le rendement le plus élevé de
rhamnolipide se produit dans une plage de pH de 6 a 6.8 [402].

5.5.2.2.3. Effet de I'agitation

Une aération et une agitation adéquates sont cruciales pour fournir l'oxygene
nécessaire & la croissance bactérienne et a la production de rhamnolipides [347]. La
modulation de la vitesse de rotation des flacons agités entre 50 et 200 tr/min pendant
le cycle de croissance s'est révélée influencer la production de rhamnolipide [394].
Des vitesses de rotation plus élevées, entrainant une augmentation de I'aération,
améliorent la production de rhamnolipides, résultant en des rendements plus élevés
et une activité surfactant significative [411,412]. Plusieurs études indiquent qu'a
environ 250 tr/min d'agitation, il y a wune diminution de la production de
rhamnolipides et de la biomasse cellulaire. Cette baisse est attribuée a la formation

intense de mousse observée dans les flacons de culture agités a cette vitesse [410].
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La mousse excessive entrave le transfert d'oxygéne vers le milieu liquide, créant des

conditions defavorables pour la production de rhamnolipides [315,413].

5.5.3. Production de biosurfactants a partir de substrats durables et

économiques

Les codts élevés de production restreignent leurs applications a I'échelle
industrielle [269]. Des efforts ont été faits pour réduire les codts, notamment en
utilisant des déchets et sous-produits agro-industriels, des déchets industriels, des
déchets huileux et a base de glycérol, et des déchets lignocellulosiques, comme
substrats a faible colt [267,414,415].

5.5.3.1. Production de biosurfactants a partir de déchets agro-industriels et de

leurs sous-produits

On étudie actuellement divers déchets de I'industrie, renouvelables et peu
colteux, pour évaluer leur potentiel en tant que substrats pour la production de
biosurfactants. Parmi eux figurent les déchets agro-industriels et les résidus
alimentaires [416,417]. Cette approche consistant a utiliser des déchets comme
substrat présente un double avantage : elle contribue a accroitre la rentabilité du
processus tout en permettant une gestion efficace des déchets générés a un rythme
sans précédent [418,419]. Cependant, outre l'aspect économique, des considérations
telles que la stabilité, la forme et la quantité a utiliser sont également prises en

compte lors du choix d'un substrat pour la production de biosurfactants [420,421].

Des especes microbiennes telles que Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
pumilis, Bacillus licheniformis, et Candida tropicalis, sont également utilisées pour
la production de biosurfactants a partir de déchets agro-industriels tels que la
mélasse de dattes, les écorces d'orange, les déchets de manioc, le modt de malis, la
bagasse de canne a sucre, etc [331]. Encors, Les déchets produits lors du traitement
des fruits et légumes, tels que les épluchures de pommes, oranges, bananes et
carottes, peuvent étre utilisés comme substrats pour la production de biosurfactants
[346,422]. Meme, L'extraction d'amidon a partir de cultures telles que le blé, le riz,
le manioc, les pommes de terre et dautres génere d'importantes quantités d'eaux
usées riches en amidon et en enveloppes. Ces eaux usées peuvent donc étre utilisées

comme matiere premiere pour produire divers produits, dont des biosurfactants
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[423,424]. La production de biosurfactants a partir de déchets agro-industriels offre
divers avantages, tels qu'une rentabilité accrue, une disponibilité élargie de divers
substrats, une production de substrats & grande échelle, des propriétés fonctionnelles
préservées, des produits respectueux de I'environnement et non toxiques pour les

microorganismes associés [415].

5.5.3.2. Production de biosurfactants a partir de déchets industriels

La demande industrielle de tensioactifs est en hausse constante, stimulée par
l'intérét  croissant  pour les  biosurfactants, qui  présentent des avantages
environnementaux et de sécuritt [415]. Une variété de déchets industriels,
notamment ceux provenant de l'industrie laitiere, des jus de fruits et du traitement
des huiles, peut servir de substrat pour leur production [425]. Les déchets issus de la
production et du traitement des huiles, comme les résidus de savon et les acides gras
libres, sont particulierement attrayants pour cette utilisation [142,384]. Les levures,
en particulier l'espece Candida, sont couramment utilisées pour produire des

biosurfactants a partir de ces déchets industriels [426,427].

5.5.3.3. Production de biosurfactants a partir de déchets huileux et a base de

glycérol

Les résidus de traitement alimentaire dans les industries incluent souvent des
huiles de friture wusées, qui présentent une concentration plus élevée en
hydrocarbures polaires que les huiles fraiches [415]. Ces huiles contiennent
principalement des monoglycérides, des diglycérides et des triglycérides, ainsi que
des acides gras libres [428,429]. Des études ont montré que des microorganismes
tels que Pseudomonas aeruginosa [9] et Candida bombicola peuvent produire des
biosurfactants & partir d'huiles de friture usées, avec des exemples supplémentaires
comme Bacillus, Streptomyces, et Mucor [415]. Aussi, le glycérol résiduel dérivé du
biodiesel, comme substrat économique pour la production de biosurfactants, a été
bien étudié [15,409,430,431].

5.5.3.4. Production de biosurfactants a partir de déchets lignocellulosiques
La lignocellulose, une riche source de carbone organique, est largement

exploitée pour la production de biosurfactants [415]. Des études ont démontré que

divers micro-organismes peuvent produire ces agents a partir de substrats
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lignocellulosiques comme le marc de raisin distillé et hydrolysé. Des souches
bactériennes telles que Lactobacillus pentosus, Bacillus tequilensis, et Serratia
nematodiphila ont été utilisées avec succés a cet effet [432,433]. Toutefois, le colt
de production des biosurfactants a partir de lignocellulose est accru en raison des
prétraitements nécessaires pour rendre les résidus lignocellulosiques accessibles aux
microbes [415]. Néanmoins, ces substrats demeurent une option rentable pour la
production de biosurfactants, avec des souches telles que Lactobacillus paracasei,

Starmerella bombicola, C. bombicola, et Cutaneotrichosporon mucoides [434,435].

5.6. Applications des rhamnolipides

Au fil du temps, les rhamnolipides ont acquis une pertinence croissante dans
diverses industries, représentant une menace sérieuse pour les tensioactifs
synthétiques. Avant d'aborder  I'économie  actuelle de la production de
rhamnolipides, il est essentiel dexaminer les principales applications de ces
composés qui les distinguent des autres biosurfactants [436]. Voici les applications
majeures des rhamnolipides, qui répondent a une large gamme de besoins

industriels, résumées dans le tableau suivant :
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Tableau 2 : Les principales applications de rhamnolipides.

Industrie Origine microbienne Application et role de rhamnolipides Références
Industrie  pétroliére et | P. aeruginosa Récupération microbienne du pétrole MEOR. [332]
environnement
P. aeruginosa Améliorer la solubilisation et la biodégradation des | [437]
hydrocarbures polyaromatiques (HAPs) a désorption lente.
P. aeruginosa S5 Dépollution in situ des hydrocarbures aromatiques polycycliques | [438]
(HAPs).
P. aeruginosa Dépollution des sols pollués par le zinc et le cadmium [314]
P. aeruginosa NAPH6 Remobilisation des hydrocarbures contenus dans un sol | [384]
contaminé par 1’huile de moteurs.
Biodégradation du naphtaléne, et du pétrole brut
Industrie alimentaire P. aeruginosa Dans les formulations de créme glacée et de patisserie, les | [439]
rhamnolipides peuvent étre utilisés pour contrdler la consistance,
retarder le rassissement, solubiliser les ardbmes d'huiles, stabiliser
les graisses et réduire les projections.
P. aeruginosa Agents anti biofilm sur les surfaces alimentaires, inhibition des | [440]
biofilms chez S. aureus, Candida tropicalis, B. pumulus
P. fluorescens Activité antiadhésive, inhibition de I'adhésion de quatre souches | [441]
de Listeria monocytogenes.
Pseudomonas sp. Rhamnolipides en tant qu'émulsifiants, amélioration de la pate | [442]
P. aeruginosa
Industrie cosmétique, | P. aeruginosa NAPH6 Activité curative sur I'emplacement de blessure. [384]
medicinale €t [ pseudomonas sp. Traitements de la peau, y compris guérison des brilures, | [436]

pharmaceutique

traitement des rides et cicatrisation des plaies.
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contre la pourriture des tiges et des épis du mais.

P. aeruginosa Thérapie cicatricielle, appliquée sur un modéle d'oreille | [443]
de lapin.

P. aeruginosa W10 Inhibition de la formation de biofilm et perturbation du | [350]
bio encrassement sur les surfaces en acier inoxydable.

Burkholderia  thailandensis | Efficacité antimicrobienne et anti biofilm contre les | [349]

E264 agents pathogeénes liés a I'hygiene bucco-dentaire.

Nanotechnologie P. aeruginosa UCP0992 Faciliter la stabilisation des nanoparticules dans les | [444]
microémulsions.

Commercial Améliorer la biodisponibilité et la délivrance de médicaments. | [445]

Commercial Combinaison de rhamnolipide et de chitosane dans des | [446]
nanoparticules augmente leur efficacité antimicrobienne, et une
meilleure délivrance des composés aux cibles moléculaires dans
les bactéries Gram-positives.

Agriculture Burkholderia cenocepacia | Solubilité des pesticides. [339]

BSP3

Acinetobacter sp. ACMS25 Efficacitt du biocontrdle contre Xanthomonas oryzae | [447]
responsable de la maladie du mildiou du riz.

P. aeruginosa Inhibition de la croissance mycélienne fongique contre le | [448]
phytopathogéne Phytophthora sojae et de la lyse de leurs
zoospores

P. aeruginosa KVD-HM52 Activité antifongique contre la maladie du flétrissement | [449]
Fusarium oxysporum des plants de tomates.

P. aeruginosa SS14 Activité antifongique contre Fusarium verticillioides, pour lutter | [450]
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L’objectif général de cette recherche consiste a étudier l'effet des bactéries
productrices de  biosurfactants dans la  bioremédiation des  hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPS).

Dans ce contexte, nous Nous sommes intéressés a :

+ L'isolement et la caractérisation phénotypique et phylogénétique des
bactéries productrices de biosurfactants. Une attention particuliere est
portée aux Pseudomonas étant donné la versatilitt métabolique
caractérisant ce genre.

* L’évaluation du potentiel synthétique des biosurfactants en
utilisant différents substrats ainsi qu’une caractérisation structurale de
ces biopolymeres ;

* Mettre en évidence les potentialités bio dégradatives des
hydrocarbures par les souches isolées ;

* L’application des biosurfactants in vitro comme étant des
molécules de remobilisation des hydrocarbures, et de lutte

antimicrobienne.

1. Lieu et période des expérimentations

Ce travail a été réalisé en février 2020 jusqu'au décembre 2023, au sein du
Laboratoire de Géo Environnement et Développement des Espaces, Equipe
Biotechnologie Microbienne et Environnement (BME) (Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie-Universitt de Mustapha Stambouli de Mascara). Plusieurs
investigations complémentaires ont été réalisées au niveau du Laboratoire de
Bioressources Naturelles (Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
de Hassiba Benbouali de Chlef), et le Laboratoire des Bioprocédés

Environnementaux (Centre de Biotechnologie de Sfax, Tunisie).

2. Produits chimiques et composition des milieux

2.1. Milieux de culture

Ils sont consignés dans le tableau 15 (Annexe 1). Tous les milieux ont été
préparés avec un pH final de 7,0 + 0,2 a 25 °C et autoclavés a 121 °C pendant 20

minutes.
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2.2. Hydrocarbures, huiles et autres

Les hydrocarbures aliphatiques (incluant [l'octane, le pentadécane et le
décane), les composes mono-aromatiques ((BTEX) tels que le benzene, le toluéne,
I'éthylbenzene et les xylénes : ortho-, méta- et para-), ainsi que les HAPs -
spécifiguement le naphtalene (NAPH), le phénanthrene (PHE), le fluoranthene
(FLUA) et le benzo[a]pyréne (BaP) - ont été sourcés chez Sigma-Aldrich avec une
pureté de 98 a 99 %.

Les composés aliphatiques et les aromatiques ont été filtrés a une porosité de
0,45 um de Millipore (Ref. SP2MF047CA045S), tandis que les HAPs ont été
autoclavés. Le pétrole brut requis a été obtenu auprés du champ pétrolifere de Hassi
Messaoud, et de Thyna Petroleum Services situé a Sfax, en Tunisie, et a également
été autoclavé a 121 °C pendant 20 minutes. L'huile d'olive prévenait des marchés
locaux cependant I'huile de friture usée et les résidus d'huile de thon en conserve ont
été recueillis auprés de sources locales probablement (Restaurants et des cuisines).
Ces huiles ont été stérilisées a l'aide de filtre seringue en cellulose, M.E, 0,45um,
25mm (Ref. TR-200104).

Les hydrocarbures et les huiles susmentionnés ont été additionnés aux
milieux de culture a une concentration de 1% (v/v). Les HAPs sous forme solide ont
été solubilisés dans de l’acétate d’éthyle a 100 g L™, puis incorporés aux milieux de

culture a la concentration finale désirée (200 mg L ™).

3. Zone d’étude

3.1. Choix de la zone d’étude

Dans le cadre de notre enquéte sur ces zones polluées, nous nous sommes
dirigés vers les deux stations d’épuration des eaux usées de la ville de Mascara et de
la ville de Chlef. Pour la raffinerie pétroliere, notre choix était pour Hassi Berkine,

wilaya d'Ouargla.
3.2. Localisation géographique et caractéristique
Les zones suscitées se trouvent dans la région de Mascara, Chlef, et Ouargla

de [I'Algérie. Les coordonnées géographiques du site de la station d’épuration des
eaux usees de la ville de Mascara (Fig. 14a) sont situées a une latitude de
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Figure 14. Localisation géographique des sites d'échantillonnage: Station
d’épuration des ecaux usées de la ville de Mascara (@), Station d’épuration des
ecaux usées de la ville de Chlef (b), et la raffinerie pétroliere de Hassi Berkine

().
35°16°0.70°’N et a une longitude de 0° 8’53.05’E. A une latitude de 36°10°10”’N et
a une longitude de 1°18’45”’E pour la station d’épuration des eaux usées de la ville
de Chlef (Fig. 14b). La Fig. 14c fournit une représentation visuelle de I'emplacement
précis du site de la raffinerie pétroliere de Hassi Berkine (latitude: 31°44°32”°N;
longitude : 6°02°33°’E).
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3.3. Echantillonnage

Les sols ont été échantillonnés sur les sites susmentionnés en 2020/2021
d’une fagcon non systémique. L'échantillonnage des sols a été réalisé avec une
méthode rigoureuse pour assurer la représentativité des échantillons préleves. Les
prélevements ont été réalisés selon la méthode de Pepper & Gerba [451]. Les
échantillons de sol (50 g) ont été prélevés a partir de la surface et des profondeurs
(1-10 cm) et collectés dans des sachets avec fil de fermeture 60 ml — stérile (Ref.
039.21.001). Les échantillons ont été par la suite transportés au laboratoire +4 °C
dans un délai de 24 h. Par ailleurs, les échantillons de sol provenant des stations
d’épuration des eaux usées ont été collectés de différents bassins (déshuileur, bassin
de dessablage, bassin de décantation, et bassin des boues activées) avec les mémes

conditions de prélevement microbiologique.

4. Isolement des bactéries productrices de biosurfactants

Pour une bonne sélection des bactéries productrices de biosurfactants et aptes
a dégrader les HAPs, nous avons utilis¢ la méthode d’enrichissement, qui consiste a
mélanger 1 g de chaque échantillon avec 10 ml d’eau physiologique et vortexer
pendant 10 minutes pour mener par la suite une série de dilution (107! jusqu’a 1079).
Une gélose LB a été inoculée avec 100 pL des dilutions 1072 a 108 L’incubation a
été réaliste a 30 °C pendant 24h. Les cultures bactériennes ont été étalées et
incubées a 42 °C pendant 24 h sur gélose au cétrimide pour déceler les pigments

fluorescents bleu-vert ou jaune-vert caractérisant les Pseudomonas [332,452].

5. Caractérisation des Pseudomonas

Selon les schémas d’identification dichotomique des principaux Gram
négatifs decrits par Palleroni [453] le diagnostic a été réalisé en sélectionnant un
petit nombre de caracteres significatifs permettant une identification plus précise du

genre Pseudomonas.

5.1. Caractérisation phénotypique

L’identification des isolats ¢était établie en se basant sur des schémas
d’identifications dichotomiques (tests culturaux ou macroscopique et

microscopique) selon Stanier et al. [454], Palleroni, [453], et Bossis et al. [455].
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Selon Palleroni [453], I’aspect fluorescent des colonies sur les milieux
chromogeénes fluorescent est caractéristique d’un Pseudomonas flurescent. La
mesure de I'émission de la fluorescence a été réalisée en exposant ces colonies sous
une lampe UV (A = 250-360 nm). Trois milieux de culture utilisés : Pseudomonas
Agar F (Ref. 610309) ; Pseudomonas Agar F (Ref. 610310) et Cetrimide Agar (Ref.
610041).

5.2. Caractérisation biochimique

Avant d’effectuer 1’identification biochimique a [’aide des galeries API
(bioMérieux®), il est indispensable d’explorer la production de catalase, cytochrome
oxydase, nitrate réductase, 1’étude du métabolisme glucidique (caractére oxydatif).
Ils permettent de distinguer des groupes bactériens parmi les bacilles a Gram négatif,
la production d’une cytochrome oxydase permet de différencier les entérobactéries

de P. aeruginosa [455].

La galerie APl 20NE (bioMérieux®) a été concue pour identifier les bacilles
a gram négatifs (BGN) non fastidieux tel est le cas pour le genre des Pseudomonas.
Avec les 20 substrats déshydratés (les nitrates, 1'urée, ’esculine, la gélatine, le L-

tryptophane, etc), il sera facile de confirmer cette caractérisation.

Les tests ont été réalisés selon les instructions du fabricant Biomerieux,
France (voir Annexe), et les résultats ont été interprétés a l'aide du logiciel UPBM

(https://lab.upbm.org/identifieur/galerie.php).

6. Caractérisation physiologique

6.1. Test de croissance a différentes températures

Ce test est important car il permet de distinguer les souches mésophiles des
souches thermophiles, il est réalisé en bouillon LB. La densité optique (DO) a 580
nm a été mesurée afin de confirmer la tolérance des souches aprés 24 h d'incubation
a4°C,30°C, 37°C,42°Cet45°C.

6.2. Croissance en présence de milieux avec différents pH

L’habilité des souches isolés a croitre dans milieu avec différents pH est testé

sur bouillon LB a pH 2, 4, 6, 8, 10, et 12 pendant 24 h. Aprés le temps d’incubation,
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la DO a 580 nm a été mesurée afin de confirmer la tolérance des souches aux
différents pH.

6.3. Croissance en presence de diverses concentrations de Na Cl

Sur des bouillons LB hypersalés contenants du Na Cl a concentration de 2, 4,
6, 8, 10, et 12% nous avons cultivé les souches isolées et les incubées a des
températures adéquates pendant 24 h. La DO a 580 nm a été mesurée afin de

confirmer la tolérance des souches.

7. Conservation des isolats purifies

Pour la suite des expériences un stock deux conservations a eu lieu, a court
terme et a long terme. La premiére consistait a inoculer en stries le milieu LB solide
incliné avec les isolats purifiés, incuber de nouveau a 37 °C/ 48 h. Aprés croissance

les tubes ont été remis aux réfrigérateurs pour une conservation a 4 °C.

Pour la conservation a long terme ou congélation, a partir des précultures de
18 h (milieu liquide), les cellules sont récupérées par centrifugation a 6000 tours par
minute pendant 10 min. Une fois le surnageant éliminé, on ajoute le milieu de
culture de conservation sur le culot. La congélation des suspensions bactériennes en
phase exponentielle était faite a -80 °C sur gélose LB en Eppendorf contenant 40%
de glycérol (Ref. 15523-1L-R).

8. Criblage préliminaire des souches productrices de biosurfactants

Pour la sélection des souches productrices de BSs, une production de BSs a
été réalisee en utilisant du bouillon nutritif enrichi avec 1% (v/v) dhuile d'olive
comme source de carbone. Les flacons de 250 mL contenant 50 mL de bouillon
nutritif enrichi d'huile d'olive ont été inoculés avec une proportion d'inoculum
correspond 1,5 108 UFC mL? des isolats bactériens et incubés & 30 °C dans un

agitateur orbital & 150 tr/min pendant 48 h.

8.1. Méthodes qualitatives
8.1.1. Test hémolytique (TH)

Le criblage hémolytique a été creé par Mulligan et al. [456] et se base sur la
lyse des érythrocytes sanguins. Des boites de Petri stériles contenants de la gélose au
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sang ont été inoculées par les souches testées et incubées a 37 °C pendant 48 a 72 h.
L’ apparition des colonies transparentes et incolorées signifie un résultat positif pour

les souches productrices de biosurfactant.

8.1.2. Méthode de la gélose au CTAB

La méthode de Siegmund et Wagner [457] permet d’identifier les
producteurs de biosurfactants anioniques (rhamnolipides). La gélose CTAB
(cétyltriméthylammonium) est inoculée avec les souches bactériennes criblées.
L’obtention des halos bleu foncé entourant les colonies aprées 5 a 7 jours
d’incubation a 37 °C indique un résultat positif. Ce dernier est complété par une
réfrigération a 4 °C pendant 24 heures des boites de CTAB. Ceci permettra un
développement plus important de la couleur, indiquant ainsi la production de

rhamnolipides.

8.1.3. Test d'effondrement de goutte (TEG)

Cet essai est réalisé dans une microplaque a 96 puits, recouverte d'une fine
couche de pétrole. Ensuite, un surnageant de culture de 5 uL est ajouté au centre de
chaque puit et examiné aprés 1 min [458].

8.1.4. Méthode de recouvrement a base d’hydrocarbures sur gélose

(MRGH)

Il sagit dun test qualitatif pour la détection des producteurs de
biosurfactants. Dans cette méthode, une boite contenant de gélose Luria Bertani
recouverte d'hydrocarbures est inoculée avec une culture microbienne et incubée
pendant 72 h a 37 °C. Les colonies entourées de halos émulsifiés sont considérées
comme positives [459].

8.1.5. Test de déplacement d*huile (TDH)

Cette méthode a été développée par Morikawa et al. [460]. Dans une boite de
Pétri, une fine couche d'huile ou de pétrole a été formée en étalant 20 pl de pétrole
brut sur 30 mL deau distillée. Ensuite, le surnageant a tester (10 pL) est placé au
centre de la couche dhuile. Dans cet essai, un bouillon nutritif stérile a été utilisé

comme contr6le négatif. Le déplacement dhuile et la formation d'une zone claire
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confirment la présence de biosurfactant dans le surnageant de culture. Le diameétre

de cette zone claire est lié a l'activité des biosurfactants [461].

8.2. Méthode quantitative
8.2.1. Indice d'émulsification (E24)

L'indice d'émulsification est un test quantitatif permettant d'analyser les
biosurfactants [462]. Dans un tube a essai gradué, 2 mL de kérosene ont été ajoutés a
2 mL du surnageant testé. Aprés 2 minutes de vortex, le mélange a été laissé dans le
tube pendant 24 heures sans étre déplacé. Ce test a été réalisé en utilisant 1% de
dodécylsulfate de sodium (SDS) comme contrdle positif (tensioactif chimique) et du
bouillon nutritif comme contrdle négatif. La hauteur de la couche émulsifiée dans le

tube a essai est mesurée pour calculer I'indice d'émulsification comme suit :

) ] ) Hauteur de la couche d'émulsion
Indice d'émulsification, £24 (%)= - x100
Hauteur de la solution totale

8.2.2. Mesure de la tension superficielle (TS)

La tension de surface a été mesurée selon le protocole décrit par Zajic et al.
1983 [463,464] avec une légere modification et qui consistait a centrifuger les
cultures bactériennes a 15 000 tr / min pendant 15 min et chaque surnageant a été
filtré sur filtre Whatman pour éliminer toutes les cellules. Le TS (mN/m) a été
mesurée par la méthode de l'anneau de Du Nou'y a la température ambiante avec un
tensiométre digital K12-Kruss Tensiometer, Hamburg, Germany) sur 30 ml des
surnageants filtrés. La tension de I’eau (72 mN/m) a été prise comme témoin. Dans
des conditions d’asepsie, la mesure a été répétée trois fois et l'anneau de platine a été

nettoye a l'alcool avant chaque mesure.

9. Etude phylogénétique

9.1. Extraction d’ADN

L’ADN des bactéries a ¢été extrait par 1utilisation du Kit Nucleospin de
Macherey-Nagel en suivant le mode opératoire d’extraction du fournisseur du kit
(Macherey-Nagel Germany). Les ADN extraits ont été dosés au nano drop 2000
pour la détermination de leurs quantités et leurs qualités en regardant le ratio du

rapport de longueurs d’onde 260/280 et aussi 260/230. Les réactifs, les
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concentrations et les volumes utilisés ainsi que la programmation de la PCR sont

exposés dans les tableaux 3 et 4, respectivement.

9.2. Amplification de ’ADN 16S

L’amplification a été réalisee par [’utilisation du thermocycleur P100 de

Biorad (Biorad, USA). Les amorces universelles 16S sont :

27f (forward) : S-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

1492R (Reverse) : 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'

Tableau 3 :_Mélange réactionnel de différentes réactions PCR.

Réactifs Concentrations Concentrations | Volume a prélever
initiales finales
Eau ultra pure 14,1 uL
Tampon de Taq Promega | 5X 1X 5uL
MgCl 25 mM 1,5 mM 1,5 uL
DNTP 25 mM 0,2 mM 0,2 uL
Amorce 27F 10 uM 0,4 1puL
Amorce 1492R 10 uM 0,4 1puLl
Taq polymérase Promega | 5U 1U 0,2 uL
ADN génomique 2 ulL
Volume final 25 uL

Tableau 4 : Programme utilisé pour la réaction de la PCR.

Dénaturation initiale

95 °C pendant 5min

35 cycles

Dénaturation 95 °C pendant 30s
Hybridation 55 °C pendant 30s
Elongation 72 °C pendant 45s

Elongation finale

72 °C pendant 7min

Stockage avant révélation

-20 °C jusqu’a utilisation

Les produits d’amplification ont

été

révélés par électrophoreése sur

gel

d’agarose a 1% par dépot de 10 puL de produit de PCR suivi d’une coloration dans
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un bain de bromure d’éthidium (0,5 pg mL™t). Aprés migration, ’ADN est visualisé

et photographié sous UV.

9.3. Purification des produit PCR

Les produits PCR ont été purifies par le kit Clean up de Macherey-Nagel
(MN., Germany) suivant le protocole décrit par le fournisseur.

9.4. Séquencage

Les produits PCR isolés et purifies ont été séquencés par la technique de
Sanger [465] en  utilisant le kit BigDye v3.1 d’Applied Biosystems et par

I’utilisation des amorces qui ont servie pour 1I’amplification PCR.

Les séquences obtenues sont analysées et nettoyées par [1’utilisation du
logiciel CHROMAS PRO. Les séquences finales sont alors comparées avec celles de
la banque de données GeneBank par [lutilisation du Programme BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Blast) de NCBI pour [I’identification des
isolats étudiées en se basant sur le % homologie avec les souches de références.
Ensuite, les séquences ont été analysées phylogénétiquement a l'aide du programme
MEGA11.0.10 (méthode de I'algorithme-Neighbor Joining) pour la construction de
I'arbre phylogénétique [466].

10. Biosurfactants produits par les souches sélectionnées

10.1. Tests de production de biosurfactants sur différentes sources de

carbone

Des cultures sur différents substrats, utilisés comme seules sources de
carbone et d’énergie, en présence du 50 mL de milieu bouillon nutritif pour la
souche BSP4, et en présence du 50 mL de milieu de base pour la souche BSP9, a 37
°C et a 180 tr/min, sont suivis par mesure de la densité optique a 600 nm et par
détermination de la tension de surface. Les expériences ont été réalisées avec une
proportion d'inoculum correspond a 1,5 108 UFC mL™l. Les substrats testés sont les
suivants : huile d’olive, huile de friture usée, glycérol, kérosene, huile de moteur

usée, pétrole brut, et résidus d'huile de thon en conserve.
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10.2. Détermination de la tension de surface (TS)

Pour évaluer la production de BSs, la réduction de la tension superficielle
(TS) est utilisée comme premier indicateur [467]. A cet effet, un tensiométre
numérique (GIBERTINI TSD 132389, Italie) équipé d'un élévateur manuel pour
positionner le cristallisoir a été employé. La TS est déterminée en mesurant la valeur
maximale de la force au moment du contact entre ['échantillon et la lamelle,
exprimée en mN/m. De 10 a 20 millilitres de la culture bactérienne ont été prélevés
puis centrifugés a 4000 tr/min pendant 20 minutes. Le surnageant de la culture est
ensuite filtré a travers un papier filtre standard de type RS (grammage de 77g/m2 et

porosité de 8-11 um) avant de procéder a la mesure de la tension superficielle.

10.3. Test de déplacement d’huile (TDH)

Ce test repose principalement sur la capacit¢é du BS a modifier l'angle de
contact a linterface huile-eau. La pression de surface du BS peut déplacer [I'huile.
Pour réaliser le test, un volume de 100 pL de pétrole brut est déposé a la surface de
20 mL d'eau distillée contenue dans une boite de Petri (90 mm de diamétre), formant
ainsi une fine couche d'huile. Ensuite, 10 pL de la solution de [I'échantillon est
délicatement déposé au centre, provoquant le déplacement de I'huile et la formation
d'un halo clair. Le diametre de ce halo est ensuite mesuré [468].

10.4. Récupération de biosurfactants

Apres 48 h d’incubation, les cultures bactériennes ont été centrifugées a
10,000 tr/min pendant 15 min pour éliminer les cellules bactériennes. La
précipitation du surnageant a été réalisée en ajoutant de I'HCI 6 N jusqua ce que le
pH atteigne 2,0 et incubée a 4 °C pendant une nuit. Pour obtenir le BS brut, une
centrifugation a 10,000 tr/min pendant 15 min a été employée pour collecter le
précipité. Le BS brut a été extrait en utilisant de l'acétate d'éthyle comme solvant.
Aprés une agitation vigoureuse a l'aide d'une ampoule a décanter, le mélange a été
laissé reposer pour permettre la séparation en phases agueuse et organique pendant
15 min. Un ballon a fond rond couplé a un évaporateur a été utilise pour retirer le
solvant de la phase organique a 45 °C, jusqu'a l'obtention d'un résidu visqueux de

couleur brun jaunatre, puis stocké a 4 °C pour les études ultérieures [9,142].
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10.5. Détermination de la CMC

Pour mesurer la CMC, plusieurs techniques peuvent étre employées, incluant
la mesure de la conductivité électrique, I'analyse de la tension de surface, l'utilisation
de la spectroscopie de fluorescence et la calorimétrie différentielle a balayage,
chacune permettant d'évaluer les changements de propriétés physico-chimiques de la

solution au voisinage de la CMC.

Dans ce contexte, la CMC a été déterminée en mesurant les tensions de
surface des dilutions des biosurfactants bruts RhI-BSP4 (synthétisés sur le milieu
BN enrichi en huile de friture usée (1%, v/v)), et BS-BSP9 (produit sur le milieu
LB), a partir d'une solution de BSs de 1 g L fournie dans de I'eau distillée, la CMC
a été étudiée en surveillant la tension de surface de dilutions successives de BSs
isolés jusqu'a ce qu'une valeur constante soit atteinte. La CMC est la concentration
minimale de biosurfactant qui entraine la réduction maximale de la tension de
surface. C'est a cette concentration que les micelles commencent a se former
[9,142].

10.6. Test de la stabilité des biosurfactants

Des études de stabilité des BSs ont éte effectuées en utilisant un volume de
20 mL de surnageants des cultures BSP4 (cultivée sur milieu BN enrichi en huile de

friture usée (1 %, v/v)) et BSP9 (cultivée sur milieu LB), apreés 2 jours d’incubation.

La stabilité des BSs a été évaluée en examinant les effets de la température,
du pH et de la concentration en chlorure de sodium. L'effet du pH a été exploré en
modifiant les niveaux de pH du surnageant & 2, 4, 6, 8, 10 et 12 en utilisant de I'HCI
(6 M) ou de NaOH (10 M). Pour verifier la stabilitt a la température, I'BS a été
exposée a des températures de -80, -20, 4, 30, et 60 °C pendant 24 heures, a 105 °C
pendant une heure et a 120 °C pendant 20 minutes. L'influence de la concentration
en Na Cl a été étudiée en incorporant des quantités variables de Na Cl (2, 4, 6, 8, 10,
et 12% pl/v). L'efficacité de chaque traitement a été mesuree par analyse de la
tension de surface et de l'activité de déplacement d’huile, immeédiatement pour les
tests de pH et de la salinité et aprés les incubations pour les températures allant de -
80 a 60 °C, aprés une heure pour la température a 105 °C, et apres un cycle

d’autoclavage (20 min) pour la température 121 °C [9,142].
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11. Activité antimicrobienne de biosurfactants

11.1. Activité antimicrobienne sur milieu solide

L'activité antimicrobienne de BSs, produits par la souche BSP4, a été testée
vis-a-vis E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 et
C. albicans ATCC 10231 (fournies par le Laboratoire de Bioressources Naturelles).
Les précultures des souches pathogénes ont été ajustées a 0,5 Mc. Ferland a 600 nm
et ensemencées sur milieu MH. L'extrait brut a été diluée dans du DMSO
(Diméthylsulfoxyde) pour obtenir deux concentrations de 25 et 50%. 100 uL de
I'extrait brut & 100%, 50% et 25% a été dépose dans les puits sur les boites, le
DMSO, l'ampicilline (10 pg) et la gentamicine (120 pg) ont été utilisés comme
témoins négatif et positif, respectivement. Les boites ont été incubées a 37 °C

pendant 24 h pour mesurer le diametre la zone d'inhibition.

Par ailleurs, L'efficacité antimicrobienne de BS, produits par la souche BSP9,
a été évaluée contre divers agents pathogenes, notamment B. cereus ATCC 14579,
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 et C. albicans ATCC 10231. Les
cultures de ces agents pathogénes ont été normalisées selon un standard McFarland
de 0,5 a 600 nm et appliquées sur milieu MH. L'extrait de BS a été mélangé avec du
DMSO (sulfoxyde de diméthyle) pour assurer sa dispersion homogéne sur le milieu,
comme décrit par Mesbaiah et al. [469], ce qui a donné trois concentrations
distinctes : 50, 25 et 12,5 mg mLt Un volume de 100 pL de chaque concentration
préparée a été déposé dans des puits sur la gélose, les cultures ont ensuite été

incubées a 37 °C pendant 24 heures pour observer les zones d'inhibition.

11.2, Détermination de la CMI de BSs

Les CMI (concentrations minimales inhibitrices) de l'extrait de BS, produits
par les souches BSP4 et BSP9, ont été détectées contre B. cereus ATCC 14579, S.
aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 et C. albicans ATCC 10231 en utilisant
la méthode de microdilution en milieu liquide (plaques de 96 puits) développée par
Elshikh et al. [470] dans le bouillon Mueller Hinton avec quelques modifications
dans la détection de la viabilité cellulaire bactérienne. Cette derniére a été achevée
en ajoutant 20 uL d'une solution contenant du colorant au tétrazolium de

triphénylchlorure (5 mg mL™?).
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11.2.1. Préparation d'un inoculum standardisé

Les inocula ont été préparés conformément a la recommandation du CSLI,
ou la valeur de I'DOsoo était ajustée a I'équivalent de 1028 UFC mL?, ce qui a été
déterminé a partir d'une courbe détalonnage pour chaque micro-organisme. Une

courbe d'étalonnage a été établie pour chaque micro-organisme.

11.2.2. Préparation de plaques a 96 puits

Les BSs ont été dissous dans du bouillon Muller Hinton (BMH) a une
concentration deux fois supérieure a la concentration finale du test, avec un
ajustement du pH & 7. Ensuite, 100 puL du bouillon de BS/BMH ont été ajoutés a
chaque puits de la colonne 1, tandis que les colonnes 2 a 10 contenaient 50 pL de
bouillon MH seul. La colonne 11 contenait 100 puL de l'inoculum standardisé dilug,
et la colonne 12 contenait 100 pL du bouillon de milieu (comme témoin). Une
micropipette a ensuite été utilisée pour transférer et mélanger les BSs des colonnes 1
a 10, un volume de 50 pL de BS a été incorporé a chaque puit. Les différentes
concentrations testées de BSs ont été obtenues par des dilutions sérielles doubles des
colonnes 1 a 10, allant de 50 & 0,01 mg mL[470].

11.2.3. Détermination de la CMB de BSs

Aprés évaluation de la CMI, les cultures provenant des puits ne montrant pas
de croissance ont été transférées sur un milieu MH gélosé, qui ont ensuite été
incubées a 37 °C pendant 24 heures, pour déterminer la concentration bactéricide
minimale (CBM) de BS.

12. Test de sensibilité aux antibiotiques

Ce test est utilisé pour étudier la sensibilité bactérienne aux antibiotiques, il
est réalisé en milieu MH solide, Une série de tests a été faite pour caractériser les
souches de P. aeruginosa productrices de BSs selon leurs profils de résistance vis-a-
vis de 15 antibiotiques. L’incubation était faite a 35 = 2 °C, aérobiose, 20 + 4 h selon
le protocole du comité de I’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie
(2024). Les ATB utilisés sont fournis par Sigma Aldrich.
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12.1. Préparation d’inoculum bactérien

Une suspension bactérienne est réalisée en solution salée pour atteindre une
turbidité équivalente & celle de I’étalon 0,5 de la gamme McFarland, ce qui
correspond a un inoculum d’environ 1,5 108 UFC mL? pour P. aeruginosa. Les
surfaces des geloses MH sont écouvillonnées par une suspension bactérienne de 0,5
Macfarland (correspond 1,5 108 UFC mL™?), sur lesquelles sont disposés les disques
d’antibiotiques. Il est impératif de répartir I’inoculum de fagon homogéne sur toute

la surface de la gélose en prenant soin de ne pas laisser d’espace entre les stries.

12.2. Application des disques d’antibiotiques

Aprés séchage de gélose, les disques d’antibiotiques sont déposés
stérilement, a la surface du milieu (5 ou 6 antibiotiques par boite de Pétri). Afin
d’éviter le chevauchement des zones d’inhibition nous avons respecté une distance
de 15 mm entre le bord de la boite et les disques périphériques puis une distance de

25 mm entre deux disques.

12.3. Pré-diffusion et incubation

Un délai de 15 a 30 min & temperature ambiante a été observé pour permettre
la pré-diffusion des antibiotiques. Ensuite les boites, couvercle en bas, ont été

portées a I’étuve a 37 °C pendant 24 heures.

La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diameétres de la zone

d’inhibition apparue.
12.4. Lecture des résultats

La lecture des résultats s’effectue par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition autour des disques d’antibiotiques a 1’aide d’un pied a coulisse selon les

diametres discriminants fixés par le CLSI (2023).

13. Identification structurelle des biosurfactants

13.1. Analyse par spectroscopie FTIR

La spectroscopie FTIR a été réalisée pour caractériser les BSs produits en

utilisant un spectrophotométre Bruker Alpha en mode de transmission KBr. Les
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spectres FTIR ont été enregistrés dans la plage de 500 & 4000 cm™ & une résolution

dedcm?

13.2. Analyse par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

La composition chimique des BSs bruts a été aussi analysée en utilisant la
RMN 1C et la RMN H. Le BS testé a été dissous dans du chloroforme deutéré et
les spectres RMN ont été enregistrés a l'aide dun RMN 400 MHz, Bruker, Ascend
400, a 25 °C.

14. Expériences de biodégradation

14.1. Tolérance des souches productrices de biosurfactants aux divers

hydrocarbures
14.1.1. Tolérance de la souche BSP4

Une étude de tolérance de la souche BSP4 a été réalisee en appliquant le
milieu Bushnell Haas enrichi en naphtaléne et en pétrole brut comme seule source de
carbone. Le naphtaléne a été dissous dans de l'acétone a 100 g L™ puis incorporé
dans le milieu BH a la concentration finale souhaitée (200 mg L™) dans des flacons
de culture de 100 mL, et 1% (v/v) de pétrole brut a été ajouté a 50 mL de milieu BH.
Les cultures en flacons inoculées (une proportion d'inoculum correspond 1,5 108
UFC mL™) ont été incubées a 30 °C sous agitation orbitale a 150 tr/min pendant 7
jours pour les cultures inoculées contenant du naphtalene et 21 jours pour les
cultures inoculées contenant du pétrole brut. Des cultures en flacons similaires
contenant les mémes concentrations de naphtaléne et de pétrole brut et sans
inoculation bactérienne ont été incubées dans les mémes conditions pour servir de
témoins abiotiques. La densité optiqgue (OD) a 600 nm a été évaluée pour confirmer

la tolérance de la souche BSP4 au naphtaléne et au pétrole brut [9].

14.1.2. Tolérance de la souche BSP9

Le potentiel de croissance de la souche BSP9 sur milieu de base enrichi avec
différents substrats, servant de seules sources de carbone et d'énergie, a été exploreé.
Elle a été testée contre des composés mon aromatiques connus sous le nom de
BTEX (benzéne, toluene, éthylbenzéne et les xylénes : p-, m- et 0-) a une

concentration de 1% (v/v). De plus, le potentiel de la souche a métaboliser divers
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hydrocarbures et huiles a éte évalue, y compris l'octane (1%, v/v), le pentadécane
(1%, viv), le décane (1%, v/v), le naphtaléne (200 mg L1), le phénanthréne (200 mg
LY, le fluoranthéne (200 mg L1), le benzo[a]pyréne (200 mg L), le pétrole brut
(1%, v/v), I'huile dolive (1%, v/v), I'huile de friture usée (1%, v/v), et les residus
d'huile de thon en conserve (1%, v/v). Une indication positive de croissance a eété
identifiée par une augmentation de la densité optigue (DO) a 600 nm dans les
cultures contenant ces substrats, par rapport & une culture témoin sans substrats.
Pour ces expériences, 50 mL dun milieu de base ont été inoculés avec une pre-
culture de la souche correspond 1,5 108 UFC mL™, incubée toute une nuit, puis

incubés a 37 °C avec agitation a 150 tr/min [142].

14.2. Méthodes analytiques : chromatographiques et spectroscopiques
14.2.1. Extraction des hydrocarbures

Les cultures bactériennes contenant la source de carbone a dégrader (HAP ou
pétrole brut) ainsi que leurs témoins abiotiques sont soumises a des extractions a
l'acétate d'éthyle (AE) ou au dichlorométhane (DCM), répétées trois fois (v/v), a
difféerents moments d'incubation. Initialement, 50 mL de culture sont récupérés dans
une ampoule a décanter de 250 mL, auxquels 50 mL de solvant seront ajoutés. Apres
agitation vigoureuse, le mélange est laissé en décantation pendant 15 minutes. La
phase organique est ensuite récupérée dans un ballon de 500 mL et soumise a un
séchage par évaporation rotative (Rotavap) a 45 °C. Les hydrocarbures résiduels
sont dissous dans le solvant approprié et analysés par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS) ou par chromatographie en

phase gazeuse avec détection par ionisation de flamme (GC-FID).

14.2.2. Chromatographie en phase gazeuse associée a la spectroscopie de
masse (GC-MS)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) est une méthode d'analyse qui associe les capacités de séparation de la
chromatographie en phase gazeuse a la capacite de détection et d'identification des
composés basée sur leur rapport masse/charge par spectrométrie de masse.
L'équipement  utilisé  comprend un  chromatographe  (Agilent  Technologies

6890N/5975) équipé d'une colonne HP-5 (siloxane de méthyl phényl, 5%) (longueur
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: 30 m ; diamétre interne : 0,25 cm ; épaisseur du film : 0,25 um). Le gaz porteur est
de I'nélium, utilisé & un débit de 1 mL/min, et la température de l'injecteur est fixée a
250 °C. Le programme de gradient de température est le suivant : 2 minutes a 70 °C,
suivi d'une augmentation de la température jusqua 230 °C a raison de 20 °C/min.
Ensuite, la température est augmentée de 230 a 300 °C pendant 2 minutes, puis
stabilisée a 300 °C pendant 10 minutes [9,25].

Les composants ont été identifiés en comparant leurs spectres de masse a
ceux de la base de données spectrale de masse NIST [9]. Selon Varjani et al. [471],

le taux de biodégradation (%) a été calculé comme suit :
Taux de biodégradation (%) = 100 — (Tpa x 100/Tpac),
Tpa : l'aire totale des pics de I'échantillon

Tpac : l'aire totale des pics du contr6le abiotique, ou bien l'aire totale des pics de

I'échantillon a To.

14.2.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a
ionisation de flamme (GC-FID)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de
flamme (GC-FID) est une méthode danalyse largement utilisée dans les domaines
de la pétrochimie, de la pharmacie et du gaz naturel. Un détecteur a ionisation de
flamme (FID) utilise généralement une flamme d'hydrogéne/air a travers laquelle les
échantillons sont injectés pour étre oxydés, produisant ainsi des ions chargés
électriquement. Ces ions sont collectés pour générer un signal électrique mesurable.
L'équipement utilisé comprend un chromatographe (modele Agilent Technology
6890 N) et une colonne HP-5 (longueur : 30 m ; diamétre interne : 0,25 pum). Le gaz
porteur utilisé est de I'nélium, délivré a un débit de 1 mL/min. La température de
I'injecteur est initialement réglée a 50 °C pendant 10 minutes, puis augmentée a 250
°C a un taux de 15 °C/min, avant d'atteindre 300 °C et de se stabiliser a cette

température pendant 5 minutes [9,25].

Le taux de biodégradation (%) a été calculé selon la méthode de Varjani et

al. [471], comme décrit ci-dessus.
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15. Remobilisation des hydrocarbures par les biosurfactants

Le BS RhI-PSP4, produit a partir d’huile de friture usée par la souche BSP4,
a été appliqgué a la remobilisation des hydrocarbures. Un échantillon de 100 g de sol
a été prélevé du jardin du département de biologie (UHBC), puis contaminé avec 20
mL chacun d'huile moteur usagée et de pétrole brut. Par la suite, 10 g de sol pollué
ont été placés dans des flacons Erlenmeyer de 250 mL pour subir différents
traitements. Ces traitements comprenaient l'ajout de 20 mL d'eau distillée (a titre de
contrle), 20 mL de RhI-BSP4 dissous dans de l'eau distillée a une concentration de
0,035 % (p/v), 20 mL de surnageants obtenus a partir de la souche BSP4 cultivée sur
huile de friture usagée, et 20 mL d'une solution contenant du dodécylsulfate de
sodium (SDS) a une concentration de 0,2304% (v/v). Le sol traité a été incube
pendant une nuit a 30 °C et 150 tr/min, suivi d'une centrifugation pendant 20
minutes a 6 000 tr/min pour séparer les particules de sol du surnageant liquide. Une
extraction a I'hexane a été réalisée deux fois (v/v). La méthode gravimétrique a été
suivie pour évaluer la quantification des hydrocarbures extraits du sol traité selon ce

qui a été mentionné par Hentati et al. [384].

16. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel Graph Pad
Prism 9.0. La signification des tests statistiques a été déterminée par le test ANOVA
a un facteur avec comparaisons multiples de Tukey. Les valeurs de p inférieures a

0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives.

L’analyse entreprise vise d'une part a évaluer la capacité des souches isolées
a produire des biosurfactants possédant également une activité antimicrobienne.
D’autre part a surveiller la croissance des souches sur différents hydrocarbures pour

une prometteuse remobilisation.
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Résultats et discussion

1. Caractérisation des souches isolées

1.1. Caracterisation morphologique
1.1.1. Caractérisation macroscopique

L’examen macroscopique des cultures sur différents milieux a pour objectif
de caractériser la taille, la forme, 1’aspect ainsi que la couleur des colonies. Les
colonies sont apparues souvent de couleur verte en raison de la production de
pigments tels que la pyocyanine (bleu-vert) et la pyoverdine (vert fluorescent) (Fig.
15). Elles sont géneralement lisses, brillantes, souvent légerement convexes, et ayant

un bord irrégulier (Fig. 15).

Toutes les souches appartiennent a Pseudomonas puisque la gélose au
cétrimide est considérée comme un milieu selectif pour les espéces de Pseudomonas
[332,452], Ce milieu favorise la production de deux pigments verts : la pyocyanine
et la pyoverdine par les espéces de Pseudomonas (Fig. 15a), qui peuvent également
les produire sur une GN a 37 °C pendant 24 h (Fig. 15b). De plus, la gélose au
cetrimide inhibe la croissance des Gram-positifs en raison de la présence d'acide
nalidixique et de tétradonium bromide (cétrimide) dans sa composition, tout en

améliorant la croissance de Pseudomonas sp [472].

Par conséquent, sous la lumiére ultraviolette, les colonies peuvent fluorescer
en vert-jaune en raison de la production de pyoverdine (Fig. 14c). Ainsi, la
formation de mousse dans le bouillon LB aprés 72 h confirme la production de BSs
(Fig. 15e) [473]. Aussi, les Pseudomonas donnent une couleur rouge foncé en
raison de l'absorption du colorant Rouge Congo par les exopolysaccharides produits
(Fig. 15f) [472].

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 92



Résultats et discussion

Figure 15: Aspects macroscopiques des AP. aeruginosa sur gélose au
cétrimide (@), gélose nutritive (b), gélose au cétrimide sous UV a 366 nm (c), milieu

King A (d), LB liquide (f), et milieu au rouge Congo (e).

1.1.2. Caractérisation microscopique

Les Pseudomonas observées au microscope optique au grossissement X 1000
sont de couleur rose, et sont associées en paire. Leur forme est celle de bacilles

droits ou Iégérement incurvés.

Un exemple d’aspect microscopique de quelques souches est représenté dans

la Fig. 16.

Figure 16: Aspect microscopique aprés coloration de Gram (grossissement
X1000).
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1.2. Caractérisation physiologique

En plus des tests basés sur la morphologie des bactéries, nous avons realisé
des tests physiologiques pour comprendre et d'étudier leurs réponses et adaptations
aux conditions environnementales, ainsi que leurs besoins nutritionnels et leur

comportement métabolique. Les résultats de ces tests sont résumés dans le tableau 5.

D’apres les résultats obtenus de croissance a différentes températures, toutes
les souches testées sont capables de se croitre a une température de 30 °C, 37 °C, et
42 °C, avec une croissance optimale a 37 °C. En revanche, aucune souche ne
poussait & une température de 45 °C et 4 °C a I’exception de BSP9 qui a pu pousser
a une température de 4 °C. La gamme de pH de la croissance, notée entre 4 et 8, a
été observeée chez la majorité des souches testées, avec une croissance optimale a pH
= 7. Nos souches ont aussi développé une tolérance aux différentes concentrations
en Na Cl jusqu’a 6% (tableau 5).

Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que les par le fait que les P.
aeruginosa s’adaptent aux conditions environnementales spécifiques de leurs
biotopes d'origine [474]. Des recherches récentes montrent que certaines souches de
P. aeruginosa ont développé une tolérance remarquable aux  différents
environnements. Par exemple, souche NAPH6 présente une gamme de croissance en
pH allant de 5,1 a 10,2, avec une croissance optimale a pH 7. Elle ne montre aucune
croissance a pH 4,1 et pH 12. Concernant la température, NAPH6 peut croitre entre
20 et 45 °C, avec un optimum a 37 °C. la souche NAPHG6 présente aussi une
tolérance au Na CIl allant de 0 a 10% [474]. Une autre souche, GS-33, isolée des
eaux marines d'un port sur la cote sud-ouest du Gujarat, en Inde, tolére une
concentration de Na Cl de 9% [475]. Par ailleurs, la souche BUR11, isolée d'un
champ agricole a Burdwan, en Inde, peut se croitre entre des temperatures de 20 °C
a 50 °C et se développer dans des conditions de salinité allant jusqu'a 8% de Na CI
[476].

1.3. Caractérisation biochimique

Les tests biochimiques sont largement utilisés dans l'identification des
bactéries, offrant une méthode classique mais précieuse pour déterminer des espéces

et sous-especes spécifiques. Ces tests permettent de révéler des caractéristiques

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 94



Résultats et discussion

métaboliques des bactéries isolées, contribuant ainsi a une meilleure compréhension
de leur profil biochimique. Ces tests sont les tests les plus fiables pour
I'identification des isolats typiques de P. aeruginosa [477].

Nos resultats révélent que toutes les souches examinées présentent un
dégagement gazeux, ce qui est di a la présence de I’enzyme catalase. Aussi, et
conformément aux Pseudomonas, toutes les souches étudiées possedent 1’oxydase,

et elles ne présentent aucun changement pour le test TSI (tableau 6).

Parmi les souches pré-identifiées, cinq souches (BSP4, BSP6, BSP9, BSP12,
et BSP13) ont été sélectionnées selon leur profil de réduction de la TS, activité
émulsifiante E24, et TDH, pour une identification approfondie avec les galeries API
20NE. Tableau 6 montre le profil biochimique des isolats par galerie APl 20NE, les
isolats bactériens se sont averés partager le méme profil que la souche type P.
aeruginosa DSM 50071T. La majorité des substrats ont été métabolisés, ce qui
explique la possession d’un métabolisme strictement aérobie chez les Pseudomonas,
avec de l'oxygéne comme accepteur final d'électrons ; dans certains cas, le nitrate
peut étre utilisé comme un accepteur alternatif d'électrons, permettant la croissance
en anaérobie. [478]. Les isolats BSP4, BSP6, BSP12, et BSP13 ont pu hydrolyser
tous les substrats testés, sauf la souche BSP9 qui ne montre aucune croissance
envers tryptophane, glucose, esculine, 4-nitrophényl-B-D-glucopyranose, arabinose,
mannose, maltose, et acide phénylacétique. Le logiciel spécifique du « UPBM »
montre que ces souches sont affiliées a I'espece Pseudomonas aeruginosa, avec un

pourcentage d'acceptation de 99.8 a 100%.

La souche type P. aeruginosa ATCC 10145" a été notée pour se développer
en présence de plusieurs substrats comme la gélatine, 1’acétyl-D-glucosamine, le
glycérol, le mannitol, le fructose et le galactose [479]. Aussi, souche BUR11 de P.
aeruginosa montre une capacité de croissance en hydrolysant l'esculine et la
gélatine, ainsi qu'en utilisant [l'arabinose-L, le citrate, le galactose, le glucose, le

malonate, le mannose-D, le xylitol et la xylose comme sources de carbone [476].
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Souche Tests
OX | CAT | TSI | Productionde | Forme Gram Croissance a différentes Croissance a différents pH Croissance a différentes
pigments températures °C concentrations en
Na Cl %
4|30 |37 |42 |45 |2 | 4 6 8 |10 | 12 | 2 4 6 8 | 10 | 12
Site | BSM1 + + — + Bacille — — | | | = | = | | - — ++ | ++ | ++ — — —
01 BSM?2 + + - + Bacille — e A T c N = N [N [ B I E SO (N 5 S e — |+ |+ |+ | = - -
BSM3 + + — + Bacille — — | | | = | = | | - — ++ | ++ | ++ — — —
BSM4 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ | ++ — — —
BSM5 + + — + Bacille — — | | | = | = | | - — ++ | ++ | ++ — — —
BSM6 + + — + Bacille — — | | | = | = | | - — ++ | ++ | ++ — — —
BSM7 + + — + Bacille — — | | = | = | | | = — ++ | ++ | ++ — — —
BSM8 + + — + Bacille — — | | = | = | | | = — ++ | ++ | ++ — — —
BSM9 + + — + Bacille - I I e B B (O I = B = B e — —
BSM10 + + — + Bacille - I I e B B (O I = B = B e — —
Site | BSHS1 + + - + Bacille - N I - S I O I T 5 B S — |+ |+ |+ - - -
02 BSHS2 + + - + Bacille — I T T = I e I = o I — |+ |+ |+ - - -
BSHS3 + + — + Bacille - I I e B B (O — | | |+ — — —
BSHS4 + + — + Bacille - I B e B L (N O — | | |+ — — —
BSHS5 + + — + Bacille - I B e B L (N O — | | |+ — — —
BSHS6 + + — + Bacille - I B e B L (N O — | | |+ — — —
BSHS7 + + — + Bacille - I B e B L (N O — | | |+ — — —
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BSHS8 + + — + Bacille - I I B e R B [ O e — |+ |+ + — —
BSHS9 + + — + Bacille - — | | | - | = | | | - - ++ | ++ + — -
BSHS1 + + — + Bacille - — | | | - | = | | | - - ++ | ++ + — -
0
BSHS1 + + — + Bacille - — | | | - | = | | | - - ++ | ++ + — -
1
BSHS1 + + — + Bacille - — | | | - | = | | | - - ++ | ++ + — -
2

Site | BSP1 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ + — —

03 BSP2 + + - + Bacille — e A T c N = N [N [ B[S SO (5 S — |+ |+ |+ - -
BSP3 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ + — —
BSP4 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ + — —
BSP5 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ + — —
BSP6 + + — + Bacille — — || | = | = | | | - — ++ | ++ + — —
BSP7 + + — + Bacille — — | | = | = = | | | = — ++ | ++ + — —
BSP8 + + — + Bacille — — | | = | = = | | | = — ++ | ++ + — —
BSP9 + + — + Bacille — S S S N S e e e — ++ | ++ + — —
BSP10 + + — + Bacille - o O e e e R e e — | | |+ — —
BSP11 + + - + Bacille - R I O e e e e s — |+ |+ |+ - -
BSP12 + + - + Bacille — I T s e L L I = i I — |+ |+ |+ - -
BSP13 + + — + Bacille - o O e e e R e e — | | |+ — —
BSP14 + + — + Bacille - o N e e e R e e — |+ | |+ — —
BSP15 + + — + Bacille - I e 5 T == N IR R N S R S — | ++ | ++ + — —

— DOsg nm max < 0.5 (pas de croissance) ; + DOsgo nm max : 0.5-1 (croissance) ; ++ DOsgo nm max > 1 (croissance importante).
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Tableau 6 : Profil biochimique des isolats par galerie AP1 20NE.

Substrats BSP4 BSP6 BSP9 | BSP12 | BSP13 | DSM50071" | ICMP | DSM
35127 291
NO3 + + + + + +/— - -
TRP + + - + + - - -
GLU + + - + + - - -
ADH + + + + + + + +
URE + + + + + +/— - -
ESC + + - + + - - -
GEL + + + + + + - -
PNG + + — + + +/— — -
GLU + + + + + + + +
ARA + + - + + +/— + —
MNE + + - + + — + —
MAN + + + + + + + -
NAG + + + + + + + -
MAL + + - + + - - -
GNT + + + + + + + +
CAP + + + + + + + +
ADI + + + + + + - -
MLT + + + + + + + +
CIT + + + + + + + +
PAC + + - + + +/— - +

NOs Nitrate ; TRP L-tryptophane; GLU D-glucose; ADH L-arginine; URE Urée;
ESC Esculine en présence de fer; GEL Gélatine; PNG 4-nitrophényl-B-D-
glucopyranoside ; GLU D-glucose (répété); ARA L-arabinose; MNE D-mannose ;
MAN D-mannitol ; NAG N-acétylglucosamine; MAL D-maltose; GNT Gluconate
de potassium; CAP Acide caprique; ADI Acide adipique; MLT Acide malique;
CIT Citrate trisodique ; PAC Acide phénylacétique; DSM 500717 Souche type P.
aeruginosa ; ICMP 35127 Souche type P. fluorescens; DSM 291 Souche type P.
putida.

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 98



Résultats et discussion
1.4. Caractérisation phylogénétique

Les séquences ARNr 16S des souches sélectionnées présentent une grande
similarité avec Pseudomonas aeruginosa souche type DSM 500717 [480]. L'étude
phylogenétique a révélé que les souches testées partageaient la plus grande similarité
avec les membres du genre Pseudomonas, spécifiguement avec I'espéce P.
aeruginosa (Fig. 17), avec une similarité élevée de 99,40 a 99.66%. Les séquences
ont été entrées dans la base de données GenBank sous les numéros d'accession
(OM017142— OMO017145, et OM149873).

Tableau 7 : La phylogénie des souches sélectionnées selon le séquencage d’ARNr 16S.

Souches | Numéro Nombre  de | Similarité
d'accession nucléotides P. aeruginosa | P.  fluorescens | P. putida DSM
DSM 500717 ICMP 35127 291

BSP4 OMO017142 1166 99,40 94,72 94,74
BSP6 OMO017143 1169 99,57 94,85 94,78
BSP9 OM149873 1058 99,43 94,64 94,61
BSP12 OMO017144 1132 99,56 94,76 95,02
BSP13 OMO017145 1165 99,66 94,91 94.91
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BSP4 (OM017142)
—L_ BSP9 (OM149873)
L BSP6 (OM017143)
BSP12 (OM017144)
BSP13 (OM017145)
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071T Z76672.1
Pseudomonas alcaligenes ATCC 14909 AF094721.2
Pseudomonas stutzeri ICMP 12561T AJ308315.1

— Azotobacter armeniacus AB175655.1

L Azotobacter beijerinckii ICMP 8673/ATCC 19360 AJ308319.1
Pseudomonas putida DSM 291 Z76667.1

Pseudomonas savastanoi ATCC 13522 AB021402.1

Pseudomonas fluorescens ICMP 3512T AJ308308.1
_|: Pseudomonas marginalis ICMP 3553T AJ308309.1
—— Rhizobacter profundi DS48-6-5 KM670026.1
L Rhizobacter fulvus 322 AB245356.1

Figure 17: Un arbre phylogénétique, construit selon la méthode du
neighbor-joining avec une échelle de 0,02 substitutions par position de nucléotide
des séquences ARNr 16S choisies de la famille des Pseudomonadaceae, trouvées
grace a BLAST, montre les relations entre les souches isolées et quelques isolats

remarquables.

1.5. Profil de sensibilité et/ou résistance aux antibiotiques

Une série de tests a été faite pour caractériser 05 souches de P. aeruginosa

selon leurs profils de résistance aux antibiotiques.

L’antibiogramme a été réalisé pour caractériser 05 souches de P. aeruginosa

selon leurs profils de résistance vis-a-vis de 21 antibiotiques de différentes familles.

Figure 18 : Antibiogramme de la souche BSPO9.
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La mesure du diamétre des zones d’inhibition de chaque souche pour chacun des
antibiotiques testés permet de caractériser les souches comme étant sensibles ou
résistantes. Nous avons considéré les souches résistantes ou bien sensibles,
conformément aux directives du Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

(33rd Edition) [481]. Quelques exemples d’antibiogramme sont exposes en Fig. 18.

D’aprés les résultats obtenus par antibiogramme nous avons constaté que les
souches de P. aeruginosa testées dans cette étude ont présenté une résistance
considérable a la famille des bétalactamines, notamment vis-a-vis de I’imipenéme,
ceftazidime,  amoxicilline,  cefotaxime,  ceftazidime, = amoxicilline +  acide
clavulanique,  ceftriaxone,  ampicilline,  ertapéneme,  amoxicilline,  céfépime,
pipéracilline, et céfalotine avec un taux de résistance compris entre 80 et 100%.
Aussi, une résistance totale de nos souches vis-a-vis autres antibiotiques, de
différentes  familles, comme  tétracycline,  acide  fusidique  triméthoprime—
sulfamétoxazole, a été signalée. Les souches testées ont été trouvées sensibles aux
fluoroquinolones comme la ciprofloxacine et 1’amikacine, et a la tobramycine

(famille des aminosides).

Tableau 8 : Profil de résistances chez quelques souches isolées.

Antibiotiques Souches
BSP4 BSP6 BSP9 BSP12 BSP13 P.aeruginosa ATCC 27853
(CLSI, 2023)
Diameétres critiques (mm)
S | R
IMI R R R R R >19 16-18 <15
CAZ R R R R R >18 15-17 <16
CTX R R R R R >18 15-17 <14
AMC R R R R R RN
CIP S S S S S >25 19-24 <18
SXT R R R R R RN
GMI | R | | | >19 13-18 <12
CRO R R R R R >18 15-17 <14
IPM R R R R R >19 16-18 <15
AMP R R R R R RN
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ETP R R R R R >19 16-18 | <15
AML R R R R R RN

AK S S S S S >17 15-16 | <14
ATM R R R [ S >22 16-21 | <15
TC R R R R R RN

FC R R R R R RN

FEP R R R R R >18 15-17 | <14
PRL R R R S R >22 1821 | <17
TOB S S S S S >19 13-18 | <14
KF R R R R R >18 15-17 | <14
R Résistante ; S Sensible ; | Intermédiaire (estimé selon le diamétre de la zone

d’inhibition, fixé par le CLSI/SFM) ; IMI Imipeneme; CAZ Ceftazidime; CTX
Céfotaxime ; AMC Amoxicilline + acide clavulanique; CIP Ciprofloxacine; SXT

Triméthoprime — sulfamétoxazole; GMI Gentamicine; CRO Ceftriaxone; IPM
Imipenéme ; AMP Ampicilline; ETP Ertapéneme; AML Amoxicilline ; AK
Amikacine; ATM Aztréoname; TC Tétracycline ; FC Acide fusidique; FEP
Céfépime ; PRL Pipéracilline; TOB Tobramycine; KF Céphalothine; RN

Résistance naturelle.
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P. aeruginosa est une bactérie a Gram negatif omniprésente appartenant a la
famille des Pseudomonadaceae, capable de survivre dans un large éventail
d'environnements [482], présent a la fois dans les environnements vivants et non
vivants, depuis les sols et les habitats aquatiques jusqu'aux tissus végétaux et
animaux [483]. Une aptitude a s'adapter a des environnements variés est l'une des
distinctives clés de P. aeruginosa. Cette bactérie peut se développer a la fois en
aerobiose et en anaérobiose, a des températures allant jusqu'a 42 °C, et peut utiliser
de nombreux composes métaboliques différents, des petites aux molécules

complexes [484].

Egalement, la sélection du traitement le plus approprié est compliquée par la
grande capacité de P. aeruginosa a développer ou a acquérir une résistance a
plusieurs classes dantibiotiques [485-487]. Les souches de P. aeruginosa sont
connues pour utiliser leurs niveaux élevés de mécanismes de résistance. En genéral,
les principaux mécanismes utilisés par P. aeruginosa pour contrer lattaque des
antibiotiques peuvent étre classés en résistance intrinseque, acquise et adaptative
[488].

P. aeruginosa présente une résistance a une variété dantibiotiques, y compris
les p-lactames, les aminoglycosides, et les quinolones [489]. La résistance
intrinseque de P. aeruginosa comprend une faible perméabilité de la membrane
externe, I'expression de pompes d'efflux qui expulsent les antibiotiques hors de la
cellule et la production denzymes inactivant les antibiotiques. La résistance acquise
de P. aeruginosa peut étre obtenue par transfert horizontal de génes de résistance ou
par mutation [488]. La résistance adaptative aux antibiotiques de P. aeruginosa est
un mécanisme récemment caractérisé, implique la formation d'un biofilm, ou le
biofilm sert de barriere de diffusion pour limiter l'accés des antibiotiques aux
cellules bactériennes [490]. En outre, des cellules persistantes multi tolérantes a
plusieurs médicaments et capables de survivre a une attaque antibiotique et sont
responsable de la récalcitrance et de la rechute des infections peuvent se former dans
le biofilm [482].

Récemment, [l'antibiotique ciprofloxacine montre la plus grande efficacité
contre les souches de P. aeruginosa, isolées de deux stations de traitement des eaux
usées dans le gouvernorat d’Aden au Yémen, avec le taux de résistance le plus bas
(7,7%), suivi par la lévofloxacine, l'ofloxacine et la pipéracilline/tazobactam, dont
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les taux de résistance sont de (12,3%), (18,5%) et (20%) respectivement [491].
Egalement, des isolats de P. aeruginosa provenant des eaux usées hospitalieres en
République tchéque ont montré des valeurs de résistance plus élevées vis-a-vis de la
ciprofloxacine (30.5%), de la gentamicine (28.8%) et du méropénem (27.2%). Les
isolats de P. aeruginosa ont également montré une résistance a la ceftazidime
(11.5%), a l'amikacine (11.5%), a la pipéracilline-tazobactam (11.5%) et a
l'aztréonam (8.5%). Dix-sept souches de P. aeruginosa (28.8%) ont été classées
comme multirésistantes (MDR) [492]. Des isolats de P. aeruginosa provenant des
eaux usées hospitalieres de Dhaka, au Bangladesh, ont présenté des niveaux de
résistance variés aux différents antibiotiques, avec plus de 80% des isolats restant
sensibles au méropéneme, a l'amikacine et a la gentamicine. Les résultats ont révelé
que 93.82% des isolats étaient classés comme multirésistants (MDR) et que 71 des
76 isolats MDR avaient I’aptitude de former des biofilms [493].

Une proportion importante des souches de P. aeruginosa isolées des
effluents d'eaux usées hospitalieres ont montré une sensibilité a l'imipéneme (93%),
la tobramycine (85%), la norfloxacine (85%), l'aztréonam (70%), la ciprofloxacine
(51%), le méropénéme (47%), la lévofloxacine (43%) et la gentamicine (40%). En
revanche, une faible sensibilité a été enregistrée pour I'amikacine et la ceftazidime
[494].

Bien que P. aeruginosa soit reconnu comme un pathogéne opportuniste,
I'exploration extensive des souches de P. aeruginosa et de leurs métabolites dans
plusieurs domaines biotechnologiques, tels que les sciences de I'environnement, est
remarquable. Ces risques peuvent étre atténués par [l'utilisation d'environnements
controlés tels que les bioréacteurs ou par la mise en ceuvre de mesures de

confinement spécifiques [9].
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2. Production des biosurfactants

2.1. Tests de screening préliminaires des isolats producteurs de

biosurfactants

La majorité des techniques utilisées pour dépister les souches productrices de
BSs reposent sur les propriétés physiques des tensioactifs [461]. Une stratégie de
criblage efficace est la clé du succes pour isoler de nouveaux microbes intéressants
et producteurs de BSs. Plusieurs techniques de dépistage telles que l'essai de CTAB
agar ne sont applicables qua une gamme restreinte de BSs. Les procédures de
dépistage pourraient fournir des résultats qui sont soit qualitatifs, soit quantitatifs.
Les approches qualitatives sont généralement suffisantes pour un dépistage initial

des isolats.

© 000 60000 /G )0 \
(e)) V00« 00000e®e K

Flgure 19 : Caractérisation des rhamnolipides basée sur : l'indice E24

(compar¢ au BN comme controle négatif et au SDS (1%) comme contrdle positif)
(@), test hémolytique (b), test de déplacement d'huile (comparé au BN comme
controle négatif) (C), test de gélose au CTAB (d), test d'effondrement de goutte (e),

et test de superposition d'hydrocarbures sur gélose (f).

Dans ce contexte, les souches isolées ont été subies sur les principaux testes
qualitatifs et quantitatifs (Fig. 19). Utilisation de [I'huile d'olive comme source de
carbone et également comme substrat adéquat pour induire la production de BSs
[314,398,469]. L’utilisation du BN comme milieu de culture pour la production des
BSs est mentionnée en littérature [201,495].
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2.1.1. Tests qualitatifs

L'essai hémolytique est la premiere étape pour identifier les souches
productrices de BSs [473]. L’ensemble des souches ont montré des résultats positifs
(tableau 10), formant une zone blanche nette autour des colonies inoculées classées
comme f-hémolyse (Fig. 19b) [459].

Pareillement, la méthode de CTAB est utilisée pour identifier les
microorganismes sécrétant des tensioactifs anioniques [473]. De plus, lorsque les
colonies sont inoculées sur de l'agar CTAB, elles présentent des halos bleu foncé. lls
sont considérées comme positifs pour la production de rhamnolipides (Fig. 19d)
puisque les rhamnolipides anioniques sont composés d'une queue non polaire et
d'une partie téte polaire qui réagit avec le CTAB cationique pour générer des paires
d'ions insolubles qui précipitent sous forme de zones bleu foncé sur un fond bleu
[461].

Les résultats exposés dans le tableau 10 révélent la détection de BSs pour
I'ensemble des souches testées par TEG due a la chute des gouttes de surnageant
contenant des agents de surface qui traversent la couche huileuse tout en réduisant la
force ou la tension interfaciale entre la goutte de liquide et la surface hydrophobe
(Fig. 19e). La stabilité des gouttes dépend de la concentration en tensioactifs et est

corrélée a la tension superficielle et interfaciale [461].

Par ailleurs, Fig. 19f montre des colonies entourées d’halos émulsionnés due
a la libération de BSs. Méthode de recouvrement a base d’hydrocarbures sur gélose
(MRHG) a été utilisée pour identifier les bactéries hydrocarbonoclastes [496]. Elle
montre l'activité de dégradation des hydrocarbures. L'évaluation quantitative des
bioémulsifiants (tableau 10) a montré que toutes les souches donnent une croissance
sur milieu recouvert par une fine couche de kérosene et ont généré une zone de

clairance.

Par ailleurs, l'apparition des zones claires de diameétres variables tout au long
du test de déplacement d'huile (TDH) (Fig. 19c) indique la libération de BSs. Les
diametres les plus éleves ont été obtenus pour les souches isolées a partir des

stations d’épurations des eaux usées (tableau 9).
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Souches

Tests qualitatifs

TH

CTAB

TEG

MRHG

TDH

Site 01

BSM1

+

++

BSM?2

+

++

BSM3

++

BSM4

++

BSM5

++

BSM6

++

BSM7

++

BSM8

++

BSM9

++

BSM10

++

Site 02

BSHS1

BSHS2

BSHS3

BSHS4

BSHS5

BSHS6

BSHS7

BSHS8

BSHS9

BSHS10

BSHS11

BSHS12

Site 03

BSP1

+++

BSP2

+++

BSP3

+++

BSP4

+++

BSP5

+++

BSP6

+++

BSP7

+++

BSP8

+++

BSP9

+++

BSP10

+++

BSP11

+++

BSP12

+++

BSP13

+++

BSP14

+++
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BSP15 + + + + +++

2.1.2. Tests quantitatifs

La mesure de la tension superficielle (TS) du surnageant de culture de
chaque souche a été déterminée a I’aide un tensiométre (Fig. 20). Nos résultats
soulignent une réduction significative de la TS par les souches isolées de la station
d’épuration de Chlef, de 58,64 a 32,68 mN m™ inscrit par la souche BSP13, ou la
TS finale des souches comprises entre 32,68 et 51,05 mN m™. Pour les isolats de la
station d’épuration de Mascara, la réduction de la TS était entre 47,02 et 57,97 mN
m~L. Par contre, une réduction faible de la TS a été notée pour les souches isolées de
la raffinerie pétroliére de Hassi Berkine (TS = 50,26-57,48 mN m™).

Ces données indiquent ainsi une activit¢ émulsifiante (E24) intéressante
marquée par les isolats de la station d’épuration de Chlef avec des valeurs variées
entre 12 et 71,25%. Des pourcentages de 1,85 a 60,41% observés chez les souches
obtenues de la station d’épuration de Mascara, et des valeurs comprises entre 6,16 a
30,35% pour les isolats provenus de la raffinerie pétroliere de Hassi Berkine (Fig.
20).

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature. Déziel a
observé que les micro-organismes présents dans un sol contaminé par des
hydrocarbures bénéficiaient d'un avantage compétitif grace a la production d'agents
émulsifiants [497]. Nos investigations ont signalé que les souches isolées de deux
stations d’épurations sont les plus performantes. En fait, ces résultats sont cohérents
avec les recherches de Bendaha qui a examiné la capacité de certaines souches de
Pseudomonas, isolées a partir de différentes stations d'épuration, de réduire la TS
avec des valeurs estimées entre 30,89 et 50,47 mN m™ D’autre part, des taux
d’activités d’émulsifiants ont été notés entre 5,4 et 44,27 % [498]. De méme,
Meliani et al. ont isolé trois souches appartenant aux PGPR, dont une souche de P.
aeruginosa, isolée du sol superficiel contaminé de la région de Mascara, a pu réduire
la TS jusqu’a 55 mN m™ avec E24 de 25,29% [499]. En outre, des isolats bactériens
isolés d'un site hautement contaminé dans la région d'Ain El Arbaa a Ain
Temouchent, identifiés comme étant P. aeruginosa, ont montré leurs capacités

prometteuses de synthétiser des BS avec une diminution remarquable de la TS (TS =
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355-47 mN m?) et un potentiel d'émulsification (E24 = 8,33-15,27%) [14]. En
outre, I’étude Zenati et al. a mis en évidence le potentiel d’un isolat, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus SdK644 isolée du port de péche fortement contaminé par des
produits pétroliers situé dans la baie de Bou-lsmail, port de péche de Khemisti
(Tipaza), a diminuer la TS du milieu de 53,1 a 288 mN m™ aprés 3 jours
d’incubation [500]. De plus, Ferradji et. al ont signalé I’aptitude de trois souches de
Streptomyces, isolées du sol de la plaine de la Mitidja, a secréter des BSs avec des
activités d'émulsification maximales enregistrées entre 75,83% et 86,66% [501].
Pareillement, Djoued a cité des souches, identifiées comme Rhodococcus et isolées a
partir de différentes zones polluées par des hydrocarbures en Algérie, ayant un
pouvoir d’émulsifications entre 4,45 et 54,54% [502].
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Figure 20: Screening quantitatif, basé sur [Dactivit¢ d’émulsification
(E24) et la réduction de la tension de surface (TS), des souches isolées de

différents sites polluées.
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2.2. Evaluation de la production de biosurfactants sur différents substrats
2.2.1. Production de biosurfactants par la souche BSP4

La production de biosurfactants par la souche BSP4 a été évaluée en utilisant
du BN enrichi avec différents substrats. Ces substrats comprenaient I'huile d'olive,
I'nuile de friture usée, le glycérol, le kérosene, I'huile moteur usée et le pétrole brut
(1 %, v/v). Une croissance importante sur le BN (DO max = 2,3), ainsi que sur les
huiles végétales : I’huile d’olive (DO max = 2,53), et I’huile de friture usée (DO max =
1,61), a été marquee. La croissance diminue ensuite en glycérol, le kéroséne, le
pétrole brut, et I’huile de moteur usée (de 1,58 a 1,001) (tableau 11).

La souche BSP4 a montré une activité d'émulsification plus élevée (E24)
(tableau 11) lors de la culture sur de I'huile d'olive, de l'huile de friture usée et du
glycérol (1%, v/v) jusqua 60,2 + 53%, 5751 * 2,32%, et 56,43 + 2,94%,
respectivement, par rapport au pétrole brut (E24 = 55,07 + 2,06%), au kéroséne (E24
= 49,68 + 2,68%) et a l'huile moteur usée (E24 = 42,14 + 4,41%). De plus, la
visibilité de zones claires de diameétres variables tout au long du test de déplacement
d’huile (TDH) indique la sécrétion de biosurfactants [503]. Le TDH le plus élevé a
été obtenu dans le cas de I'huile d'olive (TDH = 72,4 + 5,33 mm), suivie de I'huile de
friture usée (TDH = 70,63 + 2,58 mm) et du kéroséne (TDH = 60,1 + 1,41 mm)
(tableau 11). La fonctionnalité du biosurfactant permettant de diminuer la tension de
surface (TS) de 8 mN m? le qualifie de biosurfactant potentiellement efficace [504].
La souche BSP4 permet d'abaisser significativement la TS du BN enrichi en huiles
végeétales et en glycérol par rapport aux hydrocarbures. En effet, une réduction de la
tension superficielle de 58.53 + 1.18 to 30.35 + 0.2 mN m™ a été enregistrée lorsque
BSP4 était cultivé sur NB additionné d'huile d'olive. De plus, dans le cas des
hydrocarbures, le pétrole brut s'est avéré étre le substrat le plus favorable, avec une
réduction de TS intéressante atteignant 32.71 + 0.24 mN m (tableau 11).
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Souche Substrats DOmax (600 Rendements (g | CMCs (g Caractéristiques de biosurfactants Références
(VIv) nm) L'+ SD) LY
TS (MN m*+SD) E24 (% % SD) TDH (mm %
SD)
TS TSt
P. aeruginosa BSP4 | Huile d’olive 2,53+ 4,42 + 0,35 58,53 + 30,35+ | 60,2 + 5,3**** 724+ Cette étude
(1%) 0,03**** 2,13%*** 1,18 0,2%*** 5.33****
Huile de 1,61+ 5,09 £ 53,13 + 31,75+ 57,51 + 70,63 £
friture usée 0,04*>*** 0,91**** 0,97*** 0,6%*** 2,32%*** 2,58****
(1%)
Glycérol (1%) 1,58 + 2,24 +£0,17** 54,6 + 30,37+ 56,43 + 37,1+3,20
0,02**** 1’08** 1736**** 2794****
Kérosene (1%) 1,005 + 4,42 + 50,03 £ 34,37 + 49,68 + 60,1+
0,0l**** 1731**** 0’97**** 2’35**** 2768**** 1741****
Pétrole brut 1,001 + 2,67 £0,61** 4816+ | 32,71+ 55.07 + 36,5+4,7
(1%) 0,04**** 1’19**** 0724**** 2706****
Huile de 1,014 + 2,27 £ 0,35* 454 + 36,81 42,14 + 43,7 £ 9,4**
moteur usée 0,00**** 1,3%*** 1,02%*** 4, 41%***
(1%)
P. cepacia CCT6659 Huile de nd 8 0,6 65 25,5 105+3,2 nd [505]
friture (2%)
Pseudomonas sp. Glucose (2%) nd 2,8+0,5 0,12 71,9 33,4 78,6 nd [408]
TMB2
P. aeruginosa NJ2 Huile de nd 4,28 0,15 43,15 30,15 62,07 nd [401]
friture (2%),
Glucose (2%)
Pseudomonas sp. Glycérol (2%) 0,9 1,26 £ 0,57 0,8 60 30+ 0,65 66,66 + 3,46 40 [14]
LGMS7
P. aeruginosa Huile d’olive 1,88+0,2 2 0,2 65+0,66 | 31+1,33 nd 87+0,6 [9]
NAPH6 (1%)
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CMC Concentration micellaire critique ; E24 Indice d’émulsification ; TDH Test de déplacement d’huile ; TS Tension
superficielle ; TS; : Tension superficielle initiale ; TS¢ : Tension superficielle finale ; DO max Densité optique maximale ; SD
Ecart-type ; nd non déterminé. Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois répliques + l'écart-type. L'astérisque indique p <
0,05 par rapport au contréle abiotique (bouillon nutritif). (* <0,05; ** < 0,01 ; *** < 0,001 ; **** < 0,0001)

Figure 21: Evaluation de la production de rhamnolipides par la souche BSP4 en
présence de divers substrats : huile d'olive (a), huile de friture usée (b), glycérol (c),
kérosene (d), pétrole brut (e) et huile moteur usée (f).
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Selon la littérature, le type de substrat de carbone influence de maniere
significative le rendement en biosurfactant [347,396]. Compte tenu de leurs colts de
production élevés, de nombreuses recherches ont donné la priorité a [l'utilisation de
sources durables et bon marché comme substrats pour réduire les colts [395]. De
plus, des rapports indiquent que [’utilisation de bouillon nutritif peut augmenter
efficacement la production de biosurfactants [384,396]. L'effet observé peut
s'expliquer par l'abondance de protéines dans ce milieu. Nos résultats ont révélé que
les rendements de biosurfactants les plus élevés, 5,09 + 091 g L, 4,42 + 0,84 g LY,
et 442 + 131 g L ont été observés lors de lutilisation de BN contenant
respectivement de [I'huile de friture useée, de I'huile d'olive et du kéroséne. En
revanche, les faibles rendements de 2,24 + 0,17 g L%, 2,67 + 0,61 g L, et 2,27 +
0,35 g L de biosurfactants ont été enregistrés lorsque le glycérol, le pétrole brut et

I'nuile de moteur usagée ont été, respectivement, ajoutés au milieu BN (tableau. 11).

2.2.2. Production des biosurfactants par la souche BSP9

En raison de leurs colts de production considérables, de nombreuses études
de recherche ont mis l'accent sur l'utilisation de sources de substrat peu codteuses et
durables pour réduire les colts [395]. Dans ce contexte, nos résultats ont révélé que
le rendement en BS le plus élevé, 527 + 2,87 g L%, a été noté aprés l'utilisation du
milieu LB. Ce résultat pourrait s’expliquer par [’abondance de protéines dans ce
milieu [384]. Concernant les huiles végétales, BSP9 pourrait produire 4,10 £ 1,02 g
Lt 236 + 069 g LT et 1,70 + 0,01 g Lt de BS, en utilisant respectivement de
milieu de base contenant d'huile d’olive, d'huile de friture usée et de résidus d'huile

de thon.

Pareillement, Une croissance importante sur le LB (DO max = 4,48), ainsi que
sur les huiles végétales : I’huile d’olive (DO max = 2,62), I’huile de friture usée (DO
max = 2,07), et les résidus d'huile de thon (DO max = 2,66), a été marquee (tableau
12).

De méme, la fonctionnalité de la BS permettant de diminuer la TS de 8 mN
m~ la qualifie de BS potentiellement efficace [504]. La souche BSP9 peut abaisser
de maniére suggestive la TS du milieu LB et du MB enrichi en huiles végétales.
Certes, une diminution de TS de 57,06 + 0,70 a 33,30 = 0,00 mN m™ a été
enregistrée lorsque BSP4 était cultivé sur milieu LB. De plus, dans le cas des huiles
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végétales, résidus d'huile de thon s'est avére étre le substrat le plus favorable, avec
une réduction intéressante de la TS de 49,36 = 0,61 a 34,76 + 0,23 mN m™?, par
rapport a I'huile d’olive (de 44,2 + 0,20 a 32,13 + 0,46 mN m?), et a I'huile de
friture usée (de 41,06 + 1,10 a 33,13 + 0,95 mN m™Y) (tableau 12). De plus, la
visibilité de zones claires de diametres variables tout au long du TDH indique la
sécrétion de BS [503]. Le TDH le plus élevé a été obtenu dans le cas du MB enrichi
en huile de friture usée (TDH = 87,64 + 0,26 mm), suivi de MB + huile d’olive
(TDH = 82,1 = 0,79) et MB + résidus dhuile de thon (TDH = 81,62 + 5,69 mm)
(tableau 12).

Tableau 11: Production de biosurfactants par la souche BSP9 sur milieu de base
(MB) enrichi avec différents substrats.

Souche | Sources de carbon (v/v) DOx (600 Rendement Caracteristiques de biosurfactant
nm) (gL 1+ SD)
TS (MN m*+ SD) TDH (mm *
SD)
TSi TSt
BSP9 Huile d'olive (1%) 2.62 £ 410 % 44.2 + 32.13 82.1+
0.00**** 1.02** 0.20** 0.46** 0.79****
Huile de friture usée 207+ 2.36 £0.69 41.06 = 33.13+ 87.64 +
(1%) 0.0l**** 1.10**** 0.95**** 0.26****
Résidus d'huile de thon 2.66 = 1.70£0.01 49.36 = 34.76 £ 81.62 £
en conserve (1%) 0.05**** 0.61* 0.23**** 5.69****
Milieu LB 448 £ 5.27 57.06 £ 33.30 731+
0.04**** 2.87*** 0.70* 0.00**** 4 40****
Milieu de base 0.1+0.00 0.0 £0.00 52.96 + 58.66 + 11.83+1.60
(Contrble biotique) 2.47 1.09
CMC Concentration micellaire critique ; TDH Test de déplacement d’huile ; TS

Tension de surface ; TSi: Tension de surface initiale; STs Tension de surface finale;
DOs Densité optique finale; BSs Biosurfactants; SD Standard deviation. Les valeurs
sont exprimées par la moyenne de trois répétitions + I'écart-type (le rendement de
production de la BS a eté effectué sur deux répétitions indépendantes). L'astérisque
indique p < 0,05 par rapport au controle biotique. (* < 0.05 ; ** < 0.01 ; *** < 0.001
; **** < 0.0001)

BSP4 et BSP9 ont montré un potentiel prometteur pour la production de BS a
partir de diverses sources de carbone, en particulier d’huile de friture usée et de
résidus dhuile de thon, ces deux substrats sont considérés comme durables. Dans la
littérature récente, la souche LGMS7 de Pseudomonas sp. a été rapporté pour sa
capacité a libérer des BSs a partir du glycérol 2% (v/v), diminuant la TS du milieu

jusqu'a 30 + 0,65 mN m™, avec des valeurs E24 de 66,66% +* 3,46 et un diamétre de
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40 mm pendant TDH [14]. De plus, Hentati et al (2021) ont noté que la souche
marine P. aeruginosa NAPH6 présentait une capacité importante a diminuer la TS
de 65 + 0,66 a 31 + 1,33 mN m? et de 63 = 0,71 a 31 + 1,66 mN m? lors de la
culture en présence d’huile d'olive, et d’huile de friture usée (1%, V/v),
respectivement. En outre, les diamétres des tests de déplacement d'huile étaient de

8,7 = 0,06 cm pour l'huile d'olive et I'huile de friture usee. Parmi les hydrocarbures

s N
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Figure 22: Les biosurfactants produits a partir d’huile de friture usée (a),

résidus d'huile de thon (b), huile d'olive (c), et glycérol (d).

testés, I'huile moteur usée (1%, v/v) s'est revélée étre le meilleur substrat (TS = 41 *
1,33 mN m?, TDH = 5,2 + 0,2 cm). Aussi, la souche TMB2 de Pseudomonas sp. a
montré une aptitude a abaisser la TS de 71,9 a 33,4 mN m™ en présence d'un milieu
de base contenant du glucose, avec une activité d'émulsification élevée de 78,6%,
selon Haloi et al. (2020). Pareillement, il en ressort que la souche S2WE de
Pseudomonas sp. a abaissé la TS a 33,15 + 0,07 mN m™ en présence dun MB
contenant 2% de glycérol, avec un diametre de TDH de 2,9 £ 0,7 cm [508].

Selon des études antérieures, il a été démontré que la synthese de BS peut
étre induite par des substrats hydrophobes comme les huiles végétales et les
hydrocarbures. Ces derniers ne sont pas aussi biodégradables que les huiles
végétales, ce qui entraine une croissance cellulaire limitée et par conséquent une
production réduite de BS [142]. De plus, le BN contient des éléments riches en azote
tels que la peptone, l'extrait de beeuf et l'extrait de levure qui peuvent augmenter

efficacement la production [396].
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2.3. Caractérisation des biosurfactants produits par les souches étudiees
2.3.1. Identification structurelle des biosurfactants

2.3.1.1. Spectroscopie infrarouge FTIR

Lanalyse FTIR a joué wun r6le crucial dans [lidentification de groupes
fonctionnels specifiques dans les biosurfactants. Le spectre FTIR pour Rhl-BSP4,
comme le montre la Fig. 23, révéle des bandes d'absorption significatives. Une
bande puissante a 3336 cm? indique des liaisons —OH. Une autre caractéristique
remarquable est la bande a 2131 cm?, signifiant la présence de groupes —CHs dans
le fragment rhamnose et la partie lipophile du rhamnolipide. De plus, la bande a
1639 cm? indique I’apparition d’un groupe carbonyle —CO, une caractéristique de
’ester. Les bandes a 1430 cm™ et 1367 cm™ sont liées aux vibrations de déformation
C-H et O-H. Les pics a 1 223 cm™ et 1 103 cm? indiquent le groupe C-O-C. La
bande d'absorption a 671 cm™ est due au groupe (~CH2)n.

BSP4

Transmittance (%)

333

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (crnfl)

Figure 23: Spectre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) du
biosurfactant RhI-BSP4.

Une analyse FT-IR a été également réalisée pour détecter l'existence de
groupes fonctionnels du BS produit par BSP9. Le spectre FTIR pour BS-BSP9,
comme le montre la Fig. 24, révéle des bandes d'absorption significatives. Une
bande forte & 3267 cm™ indique des liaisons —OH. Une autre caractéristique
remarquable est les bandes a 2925 cm™ et 2856 cm!, signifiant I'apparition des

groupes d'etirement symétrigues -CH et -CH> dans la partie lipophile du
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rhamnolipide, respectivement. Une bande a 1704 cm™® est liée a l'existence dun
groupe aldéhyde dans le rhamnolipide. De plus, la bande a 1379 cm™ indique
I’apparition d’un groupe carbonyle —CO, une -caractéristique de I’ester. Les pics a
1238 cm™ et 1039 cm™ indiquent le groupe C-O-C. Les bandes d'absorption a 752

cm ! et 604 cm™* sont dues au groupe (-CH2)n.
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Figure 24: Spectre infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) du
biosurfactant BS-BSP9.

Selon Tl'analyse des spectres FTIR, les groupes de structure chimique
prédominants de RhI-BSP4 et BS-BSP9 correspondent aux traits distinctifs du
rhamnolipide (y compris les chaines aliphatiques et le rhamnose) [14,142,405,509].
I serait intéressant d’utiliser des techniques de chromatographie pour purifier le
biosurfactants et  déterminer leur  structure rhamnolipidique  potentielle,
caractéristique déterminante des principaux BS produits par les especes de
Pseudomonas. Néanmoins, dans certains contextes environnementaux, le processus
de purification peut entrainer des codts élevés, ce qui rend l'utilisation de composés

semi-purifiés une approche plus avantageuse et efficace.

2.3.1.2. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton *H RMN

La spectroscopie RMN savere utile pour discerner les caractéristiques
structurelles des rhamnolipides [282]. Le rhamnolipide RhI-BSP4 produit a
également été soumis a une analyse RMN !H, comme le montre la Fig. 25a. Les
atomes de protons du cycle rhamnose et de la partie aliphatique sont apparus dans le

rhamnolipide brut. Par ailleurs, un déplacement chimique distinctif est apparu a 0,88
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ppm, correspondant & —CHz (chaine aliphatique). De plus, un déplacement chimique
a 1,26 ppm indiquait —(CH2)»— (chaine aliphatique) et —CHs (rhamnose). Aussi, les
déplacements de protons variaient entre 2.04-2,34 ppm, indiquant —-CH>-COO-
(acides gras). Les déplacements chimiques des protons se situent entre 3.23-3.38,
ppm et 4,90 ppm, alignés avec —H (rhamnose). Ces résultats valident la production
d’un biosurfactant de type glycolipide avec une partie hydrophobe (acides gras) et
une  partie  hydrophile  (monosaccharide  ou  disaccharide de  rhamnose)
[14,37,408,503]. Le spectre RMN du carbone (*3C) (Fig. 25b) révéle des signaux
caractéristiques a 171 ppm, correspondant aux carbones esters —-COO-. La région
60-75 ppm indique la présence de carbones liés a des fonctions alcool (C-OH),
typiques du noyau rhamnose. De plus, la présence de signaux a 129-130 ppm
suggere une insaturation (C=C) dans certaines chaines acyles. Enfin, les signaux
dans la région 14-40 ppm confirment la nature aliphatique des chaines hydrophobes.
Ces données structurales sont cohérentes avec un biosurfactant de type rhamnolipide
[408].

23T BRSSO N5S4858839888%
(a) —e N/ |- soooo0
.

oooooo

000000

IS

i3
N
o
<]
<]
o

000000

ooooo

4S9
40610}
=g ag

1083406
0314

096 4%
419419 foam—
1071407

oooooo

- 2 i 4 bk

.69-40.69-
o
.9 4.9
W
i
-]
Q
o 0
o 9
6 o

- [=] [==] | ]
I L Lt | :iihjl

...............................................

Figure 25 : Spectres RMN du rhamnolipiae brut Rhl-BSP4 : (a) RMN!H et (b) RMN=3C.
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2.3.2. Détermination de la concentration micellaire critique (CMC)

La CMC est un parametre fondamental dans la science des tensioactifs,

indiquant la concentration de molécules de tensioactifs nécessaires a la formation de

20
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Figure 26: Détermination de la concentration micellaire critique (CMC) du

rhamnolipide brut Rhl-BSP4.

micelles dans une solution. Comprendre la CMC est essentiel pour optimiser les
applications des tensioactifs dans divers secteurs, tels que la récupération du pétrole
et la bioremédiation. Dans ce contexte, le biosurfactant brut RhI-BSP4, produit sur
I'nuile d'olive et sur I'huile de friture usée, était capable de diminuer la TS de l'eau de
72 232 mN m? et de 72 a 34 mN m, respectivement, démontrant son efficacité en
tant que tensioactif. La Fig. 26 montre que la CMC de Rhl-BSP4 était de 350 mg m~-
1 démontrant ainsi son potentiel tensioactif par rapport aux tensioactifs microbiens

documentés dans la littérature existante.
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En outre, le BS-BSP9 brut, produit sur milieu LB, a eu la capacité d’abaisser
la TS de l'eau de 72,26 a 29,73 mN m, prouvant son action comme tensioactif. La
Fig. 27 montre que la CMC de BS-BSP9 était de 20 mg L1,

La détermination de la CMC des BS extraits est essentielle pour évaluer leur
efficacité potentielle dans des applications pratiques. Sur la base de ce qui vient
d’étre démontré, il semble que le RhI-BSP4 et le BS-BSP9 sont de bons candidats

ou outils de bioremédiation.

Il a été démontré que la souche W10, de P. aeruginosa, a été reconnue pour
sa capacité a produire des rhamnolipides sur 2% de glycérol, avec une valeur CMC
de 80 mg L* [350]. Par ailleurs, une valeur CMC de 400 mg L™ a été observée
lorsque la souche W10 était cultivée en présence dhuile d'olive (2%, v/v), diminuant
la TS de l'eau de 72 & 32,3 mN m! [142]. Les mémes valeurs CMC ont été
rapportées [510]; par exemple, la capacité des BS sécrétées par Pseudomonas sp.
DYNA270 permet d'abaisser la TS de l'eau a 22 mN m™, avec une valeur CMC de

20 mg L. En outre, la souche NAPH6 de P. aeruginosa a démontré sa capacité a

80

&0

40

TS{mN m™]

20

o I 1 I 1 r 1 I
i0 20 30 40 50 &0 TFO 80 90 100

Concentration (mg | Ty

Figure 27: Détermination de la concentration micellaire critique (CMC)

du rhamnolipide brut BS-BSP9.

produire du BS lorsqu'elle est cultivée sur de I'huile de friture résiduelle, diminuant
la TS de I'tau de 72 & 30 mN m™ avec une valeur de 200 mg L™ de CMC [9]. Par
ailleurs, Pseudomonas sp. LGMS7 a enregistré une valeur CMC de 800 mg L%

croissante sur glycérol (2%, v/v), abaissant la TS du milieu & environ 30 mN m™
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[14]. Nos résultats étaient relativement cohérents ou plus efficaces que certains
autres BS documentés dans la littérature en raison de ses valeurs CMC inférieures.
La CMC des BS s'étend entre 1 et 2000 mg L%, et un BS efficace peut abaisser la
TS de I'eau de 72 4 35 mN m* [315].

2.3.3. Stabilité des biosurfactants vis-a-vis de la salinité, de la température
et du pH

L'efficacité des fonctions des BSs est affectée par de nombreuses variables
environnementales. A cet égard, la tolérance des BSs RhI-BSP4 et BS-BSP9 a divers
stress environnementaux a été étudiée. L'évaluation de la stabilité du surnageant
filtré des cultures des souches BSP4 et BSP9, cultivées respectivement sur de I'huile
de friture usée et du milieu LB, a été réalisée dans diverses conditions de salinité, de

température et de pH, guidée par le TDH et la TS.

2.3.3.1. Stabilité vis-a-vis de la salinité

Nos résultats ont indiqué que RhI-BSP4 était stable sous une variation de
salinit¢ (2-12%), la TS et le TDH restent presque constants dans diverses
concentrations de salinité (TS = 27 mN m™; TDH = 69 mm). Pareillement, BS-
BSP9 a démontré une stabilité exceptionnelle sur une large plage de concentrations
de NaCl (2-10%) (TS = 30 a 31 mN m; TDH = 70.5 a 743 mm) (Fig. 28). De
Franca et al. [511] a indiqué que la concentration élevée en sel peut modifier la

forme des micelles, influencant ainsi les fonctions tensioactives des BSs.
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Figure 28: Effet de la concentration de NaCl

biosurfactants Rhl-BSP4 (a) et BS-BSP9 (b).
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2.3.3.2. Stabilité vis-a-vis de la température

De plus, les BSs RhI-BSP4 et BS-BSP9 se sont révélés thermostables vis-a-
vis d’une large plage de température (-80-120 °C) comme montre la Fig. 29. Il en
ressort que la congélation ou le chauffage des surnageants n'a pas affecté les
performances des BSs. La TS et le TDH restent stables pendant la congélation a —
80 °C pour RhI-BSP4 (TS = 30,13 mN m?; TDH = 75,62 mm), et pour BS-BSP9
(TS=341mNm?; TDH = 74,53 mm).

Il a été constaté qu’une stabilité des BSs lorsqu’ils ont subis une réfrigération
a 4 °C, soit pour BS-BSP9 (TS = 30,2 mN m?; TDH = 74,33 mm), ou pour BS-
BSP9 (TS=33,7mNm; TDH = 77,3 mm).

Quant au chauffage, il en ressort que ce dernier n’a exercé aucune influence

sur la performance du RhI-BSP4 (TS = 30,13 mN m™; TDH = 75,76 mm), et du
BS-BSP9 (TS = 33,3 mN m?; TDH = 73,1 mm). Méme, l’autoclavage n’a pas
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Figure 29: Effet de la température sur l'efficacité de biosurfactants Rhl-
BSP4 (a) et BS-BSP9 (b).
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réduit Dactivit¢ du RhI-BSP4 (TS = 30,2 mN m*; TDH = 70,86 mm), et du BS-
BSP9 (TS =33,9 mN m™*; TDH = 70,8 mm).

2.3.3.3. Stabilité vis-a-vis du pH

L'étude de la tolérance des BSs RhI-BSP4 et BS-BSP9 en fonction du pH n'a
montré aucun effet significatif sur la TS et le TDH du surnageant, entre pH 2 (TS =
28,8 mN m™) et pH 12 (TS = 29,06 mN m™) pour RhI-BSP4, entre pH 2 (TS =
28,53 mN m™) et pH 12 (TS = 33,43 mN m™) pour BS-BSP9. Le diamétre de la
zone claire est resté également élevé pendant des pH variables, pour RhI-BSP4
(TDH = 63,1 mm a pH 2 et 78,39 mm a pH 12), et pour BS-BSP9 (TDH = 59,6 mm
a pH 2 et 75,46 mm a pH 12). Il a été suggéré que les rhamnolipides produits par les
especes Pseudomonas ont tendance a précipiter a faible pH [512], ce qui explique la
légere réduction du TDH a pH 2 (Fig. 30).
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Figure 30: Effet du pH sur l'efficacit¢ de biosurfactants Rhl-BSP4 (a) et
BS-BSP9 (b).
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Il est important de noter que 1’adaptabilité impressionnante des BSs isolés a
différentes conditions environnementales suggére son applicabilité potentielle dans
des conditions operationnelles extrémes, notamment dans les opérations industrielles

et le nettoyage de sites contaminés par le pétrole.

Des résultats comparables ont été observes pour les BSs sécrétés par la
souche NAPH6 de P. aeruginosa, qui se sont révelés stables a différentes salinités (0
a 30%), températures (4 a 121 °C) et pH (2,2 a 12) [9]. De plus, Chaida et al. a
affirmé que les rhamnolipides synthétisés par Pseudomonas sp. LGMS7 ont atteint
une stabilité notable contre la salinité (0 a 15%), la température (20 a 121 °C) et le
pH (2 a 12) [14]. De plus, les BS produits par une dégradative du pétrole,
Pseudomonas sp. S2WE, étaient remarquablement fiables dans divers facteurs
environnementaux, notamment des températures allant de 4 °C a 121 °C, des
niveaux de pH de 3 a 10 et des concentrations de NaCl de 1% a 9% [508].
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3. Etude des potentialités bio dégradatives des bactéries sélectionnées

3.1. Biodégradation du naphtalene par la souche BSP4

La biodégradation du naphtalene par la souche BSP4 de P. aeruginosa a été
effectuée a 200 mg L, dans le milieu Bushnell Haas. La Fig. 31 montre les résultats
de I'évaluation du potentiel de l'isolat BSP4 a métaboliser le naphtalene a 150 tr/min
et & 30 °C. Cette évaluation a été achevée en mesurant la DO a 600 nm. La
croissance bactérienne maximale, atteignant 0,518 + 0,006, a été obtenue apres 24 h.
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- BS5P4

DO (600 nm)
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] |

a
K
|
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Jours
Figure 31: Etude de la cinétique de croissance de la souche BSP4 dans le
milieu BH contenant du naphtaléne (200 mg L) a 150 tr/min et 30 °C, en

comparaison avec témoin abiotique (CA), par mesure de DO a 600 nm.
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De plus, les profils de GC-MS, présentés sur la Fig. 32, ont révélé que la
souche BSP4 pouvait dégrader 97% des 200 mg L' de naphtaléne, aprés une

période d'incubation de 7 jours.
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Figure 32 : Profils GC-MS des résidus de naphtaléne dans le milieu BH aprés
incubation avec la souche BSP4 a 150 tr/min et 30 °C, pendant 7 jours, par rapport au

témoin abiotique.
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3.2. Biodegradation des HAPs par la souche BSP9

La biodégradation des HAPs par la souche BSP9 a été réalisée a 200 mg L7,
en milieu basal (MB). La Fig. 33 met en évidence les résultats de I'évaluation du
potentiel de [l'isolat BSP9 a métaboliser le naphtalene (Fig. 33a), le phénanthréne
(Fig. 33b) et le fluoranthéne (Fig. 33c), a 150 tr/min et 37 °C. L'évaluation a été

réalisée en mesurant la DO a 600 nm et la TS.

La croissance bactérienne maximale, atteignant 0,492 + 0,005, 0,622 + 0,001
et 0,498 = 0,005, a été obtenue sur le naphtalene, le phénanthrene et le fluoranthéne,
apres 7, 5 et 3 jours, respectivement. Simultanément, la TS du milieu a réduit jusqu'a
48,50 + 0,20 mN m™, 28,86 + 0,11 mN m™* et 30,66 + 0,41 mN m™, aprés 2, 3 et 3
jours d'incubation, lorsque la souche BSP9 poussaient respectivement sur du

naphtaléne, du phénanthrene et du fluoranthene.

Notamment, les profils GC-FID, présentés dans la Fig. 34, la Fig. 35 et la
Fig. 36, ont révélé que la souche BSP9 pouvait dégrader 83,25% de 200 mg L de
naphtaléne aprés une période d'incubation de 3 jours, 27,7% et 68,33% de 200 mg
Ll de phénanthréne, et 200 mg L' de fluoranthéne, respectivement, aprés une

période d'incubation de 7 jours.
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Figure 33: FEtude de la cinétique de croissance de la souche BSP9 (ligne
continue) sur un milieu basal contenant 200 mg L de (a) naphtaléne, (b)
phénanthréne, et (C) fluoranthéne, a 37 °C et 150 tr/min, par mesure de densité
optique (DO) a 600 nm et de tension de surface (TS), par rapport au témoin

biologique (ligne discontinue).
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Figure 34 Les chromatogrammes GC-FID pendant la

biodégradation du naphtaléne (200 mg L!) par la souche BSP9, a 37 °C et
150 tr / min, en fonction du temps (0, 1 et 3 jours).
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Figure 35: Les chromatogrammes GC-FID pendant la

biodégradation du phénanthréne (200 mg L) par la souche BSP9, a 37 °C et

150 tr/min, en fonction du temps (0, 3 et 7 jours).
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Les souches BSP4 et BSP9 pourraient constituer une solution efficace pour
les stratégies de bioremediation a venir visant a réduire la présence de contaminants
persistants dans les zones polluées. Contrairement aux recherches antérieures sur le
méme sujet, les souches sélectionnées ont montré une grande efficacité dans la
biodégradation des HAPs avec de courtes périodes. Récemment, une souche W10 de
P. aeruginosa dégradant le phénanthrene a montré une capacité aventureuse a
dégrader 80% de phénanthrene aprés un mois d’incubation a 37 °C [142]. De méme,
la souche NAPH6 de P. aeruginosa pourrait métaboliser 98% du NAPH (200 mg
L™ en 7 jours [9]. En termes de biodégradation du fluoranthéne, Pseudomonas sp.
Le PSA5 a démontré une dégradation significative, dépassant 61% de Ia
concentration de 200 mg L' pendant 10 jours [513]. D'autres bactéries productrices
de BS, telles que B. licheniformis JUG GS2 et B. sonorensis JUG RS2, qui
métabolisent respectivement 48% et 29% du naphtaléne (200 mg L), aprés une
période d'incubation de 7 jours [514]. Une B. stratosphericus FLUS5 marine
halotolérante pourrait dégrader environ 45% du fluoranthéne (100 mg L), en 30
jours [515].

La biodégradation des HAPs se produit de maniére aérobie et anaérobie, la
plupart des micro-organismes dégradant les HAPs dans des conditions strictement
aérobies [8]. La dégradation aérobie est facilitée par les enzymes mono- et di
oxygénases, responsables de la rupture des anneaux [8]. Il s’agit de la transformation
des HAPs en intermédiaires dans I’existence de l’oxygene, impliquant de multiples
bactéries. Des voies métaboliques pour divers HAPs, quel que soit leur poids
moléculaire, ont été suggérées [129]. Bien que le processus fondamental du
catabolisme aérobie soit similaire pour toutes les bactéries dégradant les HAPs, les
intermédiaires et produits finaux spécifiques varient d’une souche bactérienne a
I’autre. Dans la premiére étape de ce processus, une molécule de HAPs est oxydée
pour former un dihydrodiol grace a un systétme enzymatique a plusieurs composants
qui incorpore de I'oxygéne moléculaire dans le noyau du HAP [130]. Certaines
études ont également suggéré la participation de la di oxygénase ou de la di
oxygénase d'hydroxylation du cycle aromatique dans I'apport d'oxygéne au cycle
benzénique des HAPs [8,124,131]. Les intermédiaires déshydratés résultant de cette
oxydation peuvent alors suivre soit des voies d'ortho-clivage, soit des voies de méta-

clivage, pour étre finalement convertis en intermediaires du cycle de [l'acide
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tricarboxylique [132]. L'ortho-clivage fait référence au processus de rupture du
cycle aromatique entre les atomes de carbone portant des groupes hydroxyle,
conduisant a la  formation  d'acides  dicarboxyliques  aromatiques  [133].
Alternativement, le méta-clivage a lieu au niveau d'une autre liaison carbone-
carbone, produisant des acides aromatiques monocarboxyliques et, dans certains cas,
de l'acide 2-céto-3-butyrique. Ce dernier est ensuite transformé en pyruvate et en un
dérivé du HAPs comportant un cycle en moins [133]. Les bactéries dotées
d’activités enzymatiques appropriées clivent séquentiellement tous les anneaux de la
molécule HAPs, entrainant la formation de composés métaboliques centraux. I
convient de noter que les chemins de dégradation des differents HAP convergent a
certaines étapes mais different principalement dans les réactions initiales [133].

Tableau 12 : Comparaison de dégradation des HAPs par BSP4 et BSP9 avec

peu d'autres souches bactériennes rapportées.

Souches Type de | Concentration Période DO Biodégradation | Références
HAP initiale de HAP | d’incubation | (600nm) (%)
(mg L) (Jours)
P. aeruginosa | NAP 200 7 0,518 97 Cette étude
BSP4
P. aeruginosa | NAP 200 3 0,492 83,25
BSP9
PHE 200 7 0,622 21,7
FLU 200 7 0,498 68,33
P. aeruginosa | FLU 200 10 Nd 61 [513]
PSA5
Rhodococcus FLU 200 10 Nd 74
sp. NJ2
Consortium FLU 200 10 Nd 97
(P. aeruginosa
PSA5 +
Rhodococcus
sp. NJ2)
B. FLU 100 30 0,58 45 [515]
stratospherics
FLUS
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P. aeruginosa | PHE 200 30 0.42 80 [142]
W10

Halomonas sp. | NAP 200 7 0,8 98,8 [15]
Cnaph3

Halomonas PHE 200 30 0,65 90,26

venusta PHKT

B. licheniformis | NAP 200 7 0,084 48 [514]
JUG GS2

B.  sonorensis | NAP 7 0,361 29

JUG RS2 (3)

Pseudomonas NAP 200 7 0,65 98 [9]
sp. NAPH6

Pseudomonas NAP 500 |4 Nd 98,74 [35]
sp. SA3

P. aeruginosa | NAP 3000 |5 1,04 89,2 [516]
SR17

HAPs: Hydrocarbures aromatiques polycycliques ; DO: Densité optique ;
NAP: Naphtalene ; PHE: Phénanthréne ; FLU: Fluoranthéne ; Nd : non déterminé.

3.3. Biodégradation du pétrole brut par la souche BSP4

La biodégradation du pétrole brut par la souche BSP4 de P. aeruginosa a été

réalisée a 1% (v/v), respectivement, dans le milieu Bushnell Haas.

(@) )

Figure 37 : Biodégradation du pétrole brut (1%, v/v) par la souche BSP4 (a),

a 30 °C, apres 21 jours d’incubation, en comparaison avec un témoin abiotique (b)

Fig. 37 met en évidence les résultats de [I’évaluation du potentiel de
métabolisation de I’isolat BSP4 et du pétrole brut & 150 tr/min et 30 °C. Cette
évaluation a été réalisée en mesurant la DO a 600 nm. La croissance bactérienne

maximale, atteignant 0,556 + 0,017, a été obtenue apres 21 jours Fig. 38.
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Figure 38: Profils GC-MS des résidus de peétrole brut dans le milieu BH

aprés incubation avec la souche BSP4 (a) a 150 tr/min et 30 °C, pendant 7 jours, par

rapport au témoin abiotique (b).
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La Fig. 38, qui présente les graphes GC-MS de la biodégradation du pétrole

brut, montre que BSP4 est capable de métaboliser les n-alcanes (nC12-nC35) du

pétrole brut, avec un taux de biodégradation supérieur & 83% pour [I'heptadécane,

69% pour I'hexadécane et 57% pour I'éicosane et le dotriacontane aprés 21 jours

d’incubation (tableau 14).

Tableau 13:

dans un milieu Bushnell

Haas enrichi

incubation a 150 tr/min et 30 °C, pendant 21 jours.

Efficacité de biodégradation de P.

avec du pétrole

aeruginosa BSP4 cultivé

brut a 1% (v/v) apres

Composé Masse Formule Temps de | Aire de pic Pourcentage de
moléculaire | chimique rétention Témoin Echantilion biodégradation
—1 - 0,
(g mol™) brute (min) abiotique | d'essai (%)
Dodécane 170 Ci2H26 8.499 1964261 | 1223316
37.72
Tridécane 184 CisHos 10.038 3402867 | 2971179 12.68
Tétradécane 198 C14Hzo 11.486 4346928 | 4137065 4.82
Pentadécane 212 CisHsz 12.849 5727548 | 4154930 27.45
Hexadécane 226 CisHaa 14.136 4918267 | 1484108 69.82
Heptadécane 240 Ci7H3s 15.355 6768289 | 1088702 83.91
Eicosane 282 CaoHa2 17.608 3065295 | 1317610 57.01
Dotriacontane 450 Cs2Hes 19.970 2467492 1060896 57
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3.4. Biodégradation du pétrole brut par la souche BSP9

La biodégradation du pétrole brut par la souche BSP9 a été réalisée a 1%

(v/v) dans le milieu de base.

Figure 39 : Biodégradation du pétrole brut (1%, v/v) par la souche BSP9 (a),

a 37 °C, aprés 10 jours d’incubation, en comparaison avec un témoin abiotique (b).

La Fig. 39 met en évidence les résultats de I'évaluation du potentiel de l'isolat
BSP9 a metaboliser le pétrole brut a 150 tr/min et & 37 °C. L'évaluation a été réalisée
en mesurant la DO a 600 nm et la TS. La croissance bactérienne maximale,
atteignant 0,493 + 0,001, a été obtenue apres 10 jours. Simultanément, la TS du

milieu a diminué jusqu'a 42,33 + 0,64 mN m™, aprés 7 jours d'incubation (Fig. 40).
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Figure 40: Etude de la cinétique de croissance de la souche BSP9 (ligne

continue) sur un milieu basal contenant 1% de pétrole brut, a 37 °C et 150 tr/min,
par mesure de densité optique (DO) a 600 nm et de tension de surface (TS), par

rapport au contrdle biologique (ligne discontinue).

Les graphes GC-MS de biodégradation du pétrole brut ont montré que BSP9
était capable de métaboliser les n-alcanes du pétrole brut, avec un taux de
biodégradation atteignant 86,28% aprées 10 jours d'incubation (Fig.41).

BERKAT Samir : Thése en Biotechnologie/2024/25 140



Résultats et discussion

x10 8 |+EI TIC Scan PB T.D

3.7541 (a) 1
3.5

3.254

2.754
2.5+
2.254

1.75

1.5+
1.25
0.75+

0.5+
0.25-

4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 17.5 18 185 19 195 20 205 21 215
Counts vs. Acquisition Time (min)

%108 [+EI TIC Scan PB10.D b
124 ( ) ]

1.14

0.9
0.8+
0.7
0.6+
0.5+
0.4
0.3
0.2

0.1+

4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 17.5 18 185 19 195 20 205 21 215
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figure 41: Profils GC-MS des résidus de pétrole brut dans le milieu BH
aprés incubation avec la souche BSP9 (b) a 150 tr/min et 37 °C, pendant 10 jours,

par rapport au témoin abiotique (a).

Les souches BSP4 et BSP9 ont montré une grande efficacité dans la
biodégradation du pétrole brut. Récemment, P. aeruginosa W10 une souche
dégradante a montré une capacité intrigante a dégrader 99 % du pétrole brut aprés un
mois d'incubation a 37 °C [142]. De méme, la souche NAPH6 de P. aeruginosa
pourrait métaboliser 96,2 % des n-alcanes présents dans le pétrole brut (1 %, v/v) en
20 jours [9]. En outre, Abdelkrim (2022) a souligné la haute efficacite de
biodégradation du pétrole brut (98,5%) par la souche indigéne Pseudomonas sp.
souche LGMS7, en 27 jours a 25 °C et 150 tr/min [517]. De plus, il a été démontré
que la souche PP3 de P. aeruginosa dégrade de maniére significative 78% du pétrole
bruta pH =7, en 15 jours [518].

Diverses bactéries peuvent dégrader les hydrocarbures et produire des BS
lorsqu’elles utilisent des n-alcanes comme seule source de carbone. Ils ont la

capacité d’assimiler et de véhiculer des alcanes solubles a 1’état liquide car ils ne
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peuvent utiliser que des hydrocarbures solubilisés [145]. Le processus de
biodégradation aliphatique differe de celui des composés aromatiques ; I'idée
générale est que la dégradation de ces substances repose sur des microbes qui se
développent dans des environnements contaminés par le pétrole et jouent un role
crucial dans le traitement de ces polluants [146]. Les substances tensioactives telles
que les BS peuvent augmenter la surface des substrats hydrophobes, améliorant ainsi
leur biodisponibilité, ce qui stimule la croissance bactérienne et I'efficacite de la
bioremediation [145].
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4. Potentialités bio dégradatives sur différents hydrocarbures

La capacité¢ de croissance de la souche BSP9 sur différents hydrocarbures,
comme seule source de carbone, en présence de milieu de base, a été¢ étudiée. Le

tableau 14 montre son développement de la bactérie BSP9 sur différents

hydrocarbures comme seule source de carbone. La BSP9 a pu se développer sur la
majorit¢ des HAP étudiés et sur l'hydrocarbure complexe. Cependant, elle n'a pas
réussi a se développer sur les alcanes. En ce qui concerne le groupe des BTEX, la
souche BSP9 semble se développer exclusivement sur l'o-xyléne. Cela suggére que
BSP9 posséde un ensemble diversifi¢ de mécanismes

la souche cataboliques

capables de soutenir sa croissance sur différents hydrocarbures résilients wa la
production de BS. De méme, une réduction significative de la TS a été observée

lorsque la souche se développait sur des HAP et du pétrole brut.

Tableau 14: Croissance de la souche BSP9 en présence de différents
hydrocarbures.
Hydrocarbures DOmax (600 Croissance | TSi(MN m- | TS¢(mMN mix
nm) de la 1+ SD) SD)
souche
BSP9
Monoaromatiques Benzene 0.09+£0.00 (1 - 49.13+1 49.1+04
(1%, VIv) ),
Toluene 0.07+0.01(1 - 42,73 £ 499+04
) 0.64
Ethylbenzene 0.16 £0.01 (1 - 47.76 + 40.46 +
i) 0.80 0.94%x*x
p-xyléne 0.11+0.01 (1 — 46.16 + 41.1 + 1*x*
)} 1.10
o-xyléne 0.25+0.01(1 + 55.93 + 42,73 £
i) 1.22 1,41 %%
m-xyléne 0.08+0.01 (2 - 40.13 46.23 +
i) 0.11 0.30%***
HAPs (200 mg L) Naphtaléne 0.47 + + 49.23 + 51.03
0.00%*** (3 J) 0.3** 0.64%***
Phénanthréne 0.6 + 0.00**** ++ 53.26 = 28.86
(3j) 0.41 0.11%%*x
Fluoranthéne 049+ + 52.43 £ 30.66 £
0.00**** (3 j) 0.81 0.417%%**
Benzo[a]pyreéne 0.69 + ++ 59.83 39.96 £
0.00**** (3 J) 0.30**** 0.97****
Alcanes (1%, v/v) Pentadécane 0.16 £ 0.00 (7 - 4353+ 4253+
J) 0.11**** 0.11****
Octane 0.11+0.00 (1 - 40.8 + 36.73
J) 0.00%*** 1.66%***
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Décane 0.10+0.00 (1 - 42.66 + 4213+
J) 0.11**** 0.80****

Hydrocarbures Pétrole brut 0.28 + + 50.36 £ 41.6 +
complexe (1%, v/v) 0.00**** (3 j) 1.02 0.00****

j jours; — DOsoo nm Mmax < 0.2 (pas de croissance); + DOsoo nm Max: 0.2-0.5 (croissance); ++ DOsoo nm
max > 0.5 (croissance importante); DOsoo nm (Contréle biotique) = 0.15 £ 0.01 (7 j); TSi: Tension de
surface initiale; TSy Tension de surface finale; TS; (Contr6le biotique) = 52.96 + 2.47 mN m?; TSt
(Contréle biotique) = 52.63 + 0.47 mN m™; SD Standard deviation. Les valeurs sont exprimées par la
moyenne de trois répétitions + I'‘écart-type. L'astérisque indique p < 0,05 par rapport au controle
biotique. (* < 0.05 ; ** < 0.01 ; *** < 0.001 ; **** < 0.0001)

Dans ce contexte, il a été démontré qu'une souche BZ-3 de Pseudomonas
était capable de se développer sur du xyléne, de l'acide 1-hydroxy-2-naphtoique, de
I'hnexane, du NAPH, du PHE, de l'anthracéne et du pyrene [190]. Chebbi et al. ont
constaté que la souche W10 de P. aeruginosa présentait une capacité intrigante a se
développer sur l'acide protocatéchuique, I'acide gentisique, les HAP, les
hydrocarbures complexes et les huiles végétales en tant que sources exclusives de
carbone et d'énergie. Cependant, elle ne s'est pas développée en présence d'octane et
de BTEX [142]. La souche NAPH6 de Pseudomonas sp. était également capable
dutiliser des huiles veégétales, du NAPH, des hydrocarbures complexes, de

I'nexadécane et du glycérol comme sources exclusives de carbone et d'énergie [9].
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5. Applications des biosurfactants

5.1. Activité antimicrobienne

Le besoin de nouvelles stratégies pour lutter contre les biofilms et les
bactéries résistantes aux antibiotiques augmente. Une solution proposée implique
l'intégration d'antibiotiques avec des agents tensioactifs tels que des biosurfactants,
jetant potentiellement les bases d'une nouvelle voie d'agents antimicrobiens et
offrant des alternatives aux antibiotiques traditionnels [519,520]. En conséquence,
Pactivité antimicrobienne de deux biosurfactants Rhl-BSP4, et BS-BSP9, a été
examinée. Rhl-BSP4 a montré une activité antimicrobienne remarquable contre C.
albicans ATCC 10231, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, et E. coli
ATCC 25922 a différentes concentrations (100%, 50% et 25%) (Fig. 42). L'activité
antibactérienne la plus élevée a été observée contre la souche Gram-positive S.
aureus ATCC 25923, avec un diamétre de zone dinhibition de 37,66 £ 0,2 mm a la
concentration élevée (100 % du rhamnolipide brut). Parmi les souches pathogéenes
testées, la plus faible activité a été observée contre la levure C. albicans ATCC

10231, avec un diamétre de zone d'inhibition de 30,8 + 0,3 mm.
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Figure 42: Activit¢ antimicrobienne du rhamnolipide Rhl-BSP4 vis-d-vis
des souches pathogénes a différentes concentrations (100%, 50% et 25%), en
utilisant le DMSO (a gauche), l'ampicilline et la gentamycine (a droite) comme
témoins négatifs et positifs, respectivement. L'astérisque indique p < 0,05 par

rapport au témoin négatif (DMSO). (**** < 0,0001).
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Figure 43: Activit¢é antimicrobienne du rhamnolipide BS-BSP9 vis-a-vis

des souches pathogénes a différentes concentrations (50, 25 et 12,5 mg LY).

L'activité antimicrobienne de BS-BSP9 a été examinée (Fig. 43). il en ressort
un résultat important contre B. cereus ATCC 14579, S. aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC 25922 et C. albicans ATCC 10231 a différentes concentrations (50, 25 et
12,5 mg mL™). L'activité antibactérienne la plus élevée a été notée avec BS-BSP9
contre S. aureus ATCC 25923, avec une inhibition maximale du diamétre de zone de
28,63 + 6,7 mm a la concentration élevée (50 mg mL™?). Cependant, la plus faible
activité a été observée contre la levure C. albicans ATCC 10231, avec un diamétre

de zone d'inhibition maximal de 19,76 + 3,6 mm a 50 mg mL™.

La détermination des CMI et des CMB est une étape cruciale dans
I’évaluation de I’efficacité de tout agent antimicrobien. Dans nos investigations, les
CMI ont été déterminées pour RhI-BSP4 et BS-BSP9. Les CMI de RhI-BSP4
variaient de 1,562 mg mL?t a 12,5 mg mL? (Fig. 44). La faible valeur de MIC était
contre S. aureus ATCC 25923, et la valeur élevée a été enregistrée contre C.
albicans ATCC 10231.
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Figure 44: Détermination de la CMI du rhamnolipide isol¢é Rhl-BSP4
contre quatre souches pathogénes. Aprés 24 h d'incubation, 20 uL de solution de
colorant au chlorure de triphényltétrazolium (5 mg mL?') (TTC) ont été ajoutés a
chaque puits. La colonne 12 confirme qu'aucune contamination ne s'est produite lors
de la préparation de la microplaque. La concentration la plus élevée incorporée dans
la plaque était de 50 mg mL! (colonne 1) et la plus faible obtenue par double
dilution en série était de 0,1 mg mL™* (colonne 11).

Les CMI de BS-BSP9 étaient cohérentes a 3,125 mg mL™' vis-a-vis de toutes
les souches testées (Fig. 45). Toutefois, les CMB variaient de 6,25 mg mL? a 25 mg
mL?, la faible valeur a été observée contre E. coli ATCC 25922, et celle élevée a été
enregistrée contre S. aureus ATCC 25923 et C. albicans ATCC 10231.
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Figure 45: Détermination de la CMI du rhamnolipide isol¢é BS-BSP9 is-a-
Vis quatre souches pathogénes. Aprés 24 h d'incubation, 20 pL de solution de
colorant au chlorure de triphényltétrazolium (5 mg mL?) (TTC) ont été ajoutés a
chaque puits. La colonne 12 confirme qu'aucune contamination ne s'est produite lors
de la préparation de la microplaque. La concentration la plus élevée incorporée dans
la plaque était de 50 mg mLt (colonne 1) et la plus faible obtenue par double
dilution en série était de 0,1 mg mL™* (colonne 11).

Tableau 15: Activité antimicrobienne, valeurs CMI et CMB du BS-BSP9

contre les souches pathogenes.

Souches pathogenes Diamétres de zone d'inhibition (mm + SD) CMI (mgmL" | CMB (mg
Concentration de biosurfactant ) mL)
50(mgL?Y) | 25(mgL?) | 12,5(mgL?)

B. cereus ATCC 14579 26,66+3,44 | 20+5,37 | 1513+3,32 3,125 12,5

C. albicans ATCC 10231 19,76 £ 3,6 1516 +1,7 | 11,76 £1,75 3,125 25
E. coli ATCC 25922 26,16 +6,48 | 18,53+0,56 | 16,36+ 2,22 3,125 6,25

S. aureus ATCC 25923 28,63+6,7 | 21,83+5,05 | 14,43+211 3,125 25

CMI Concentration minimale inhibitrice ; CMB Concentration minimale

bactéricide. L'expérience a été réalisee en triple pour garantir I'exactitude.
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Dans des eétudes récemment rapportées, deux BS synthétisés par deux P.
aeruginosa, MR0O1 et MASH1, présentaient des diametres de zone d'inhibition de 20
+ 2 mm et 15 + 2 mm, respectivement, a une concentration de 30 mg mL? contre S.
aureus ATCC 29213, avec des CMI de 0,128 et 0,512 mg mL™. Des CMI de 0,064
et 0,128 mg mL™* ont été observées vis-a-vis de B. cereus PTCC 1247, les deux BSs
produites par MR0O1 et MASHL1 présentant des diameétres de zone d'inhibition de 30
+ 3 mm et 30 £+ 2 mm a une concentration de 30 mg mL™, respectivement. Des CMI
supérieures a 0,512mg mL' ont été observées contre E. coli ATCC 25922, sans
aucune zone d'inhibition enregistré a aucune des concentrations testées [521].
Elshikh et al. ont noté des valeurs de CMI allant de 0,615 a 50 mg mL? contre
diverses souches de Staphylococcus en utilisant des rhamnolipides produits par
Burkholderia thailandensis E264. Ils ont noté une valeur CMB de 125 mg mL™
contre toutes les souches de S. oralis et S. sanguis, tandis que la valeur CMB
dépassait 50 mg mLt lorsquil s'agissait de S. mutans. Dans la méme étude, un
rhamnolipide commercial, désigné JBR325, présentait des valeurs de CMI et de
CMB de 0,4 mg mL?! et 0,8 mg mL™, respectivement, contre S. mutans, et de 0,2
mg mL? et 0,4 mg mL?, contre toutes les souches de S. oralis et S. sanguis [470].
Par ailleurs et dans une autre recherche, les valeurs de CMI utilisant un extrait brut
de rhamnolipides variaient de 0,15 mg mL?! contre Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis et Neisseria mucosa, a 0,30 mg mLcontre Actinomyces
naeslundii [349].

Le rhamnolipide brut W10 a montré un effet antimicrobien sur E. coli ATCC
25922 a des concentrations allant jusqu'a 37,50 mg mL%, 9,37 mg mL? contre S.
aureus (SARM) ATCC 4330 et 2,34 mg mL? contre C. albicans. ATCC10231
[350]. Les CMI du rhamnolipide produit a partir de P. aeruginosa ADMT1 étaient
de 0,2 et 0,4 mg mL? contre les souches de S. aureus MRSA ATCC 43300 et
MRSA ATCC 562, respectivement [507].

Il existe des données limitées sur la détection des CMB de BS contre des
souches pathogénes. Il est intéressant de noter que les rhamnolipides présentent des
propriétés antimicrobiennes qui profitent a P. aeruginosa en lui procurant un
avantage naturel par rapport a d’autres micro-organismes lors de la colonisation
d’une niche ou n’importe quel écosysteme. Par ailleurs, les bio-tensioactifs produits

par des souches marines des grands fonds appartenant aux genres Pseudomonas,
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Halomonas, Bacillus, et Streptomyces, ont été trouvés trés efficaces contre la levure
pathogene C. albicans ATCC 10231 et S. aureus résistant a la méthicilline ATCC
43300 [525]. Dans le méme sens, les rhamnolipides produits par P. aeruginosa
BMO02, isolée d’un sol de zone miniére en Amazonie brésilienne, ont montré des
propriétés antimicrobiennes marquees contre des bactéries a Gram positif (S. aureus
et E. faecium), & une concentration de 50 pug mL! [526]. Récemment, une étude a
mis en évidence wune activité antibactérienne remarquable d’un biosurfactant
dirhamnolipide produit P. mendocina 7094 contre six pathogéne humain entre
Gram-positives et Gram-négatives. B. cereus 8733 s’est révélée principalement
sensible (CMI de 32 pg mL et zone d’inhibition de 19 + 0,1 mm) [527].

Sur la base d'études antérieures, le mécanisme daction antimicrobien des
BSs reste mal compris, méme si certaines hypothéses suggeérent qu'ils perturbent
l'intégrité de la membrane [522]. En ce qui concerne les rhamnolipides, il existe des
preuves substantielles suggérant leur capacité a inhiber la croissance bactérienne
pendant la phase exponentielle, suggérant qu'ils pourraient interférer avec la division

cellulaire normale par la lyse de la membrane cellulaire [24].

Les deux BSs testés présentent de fortes propriétés antimicrobiennes, ce qui
en fait des agents efficaces contre les agents pathogenes. Cela les rend précieux dans

la lutte contre les bactéries devenues résistantes aux antibiotiques.
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5.2. Remobilisation des hydrocarbures

La remobilisation des hydrocarbures est l'une des applications les plus
remarquables des biosurfactants. Dans ce contexte, la capacité du rhamnolipide Rhl-
BSP4 a éliminer le pétrole brut et I'huile moteur usée a été étudiée, comparativement
a un surfactant synthétigue (SDS). Comme le montre la Fig. 46, laptitude du
rhamnolipide RhI-BSP4 a récupérer le pétrole brut et Il'huile de moteur usée était
plus efficace par rapport a l'agent tensioactif synthétique (SDS). De méme, les
surnageants ont montré un effet de remobilisation élevé du pétrole brut et de [I'huile
de moteur usée, environ 4,4 fois et 4,8 fois respectivement, plus important que le
SDS.

Ces observations sont cohérentes avec celles de Hentati et al. [9], qui ont
noté que le rhamnolipide brut BS-NAPHG6, synthétise par Pseudomonas sp. souche
NAPH6, ainsi que le surnageant de la culture NAPHG6, pourraient récupérer une
grande quantit¢ d’huile moteur wusée par rapport a différents tensioactifs
synthétiques, notamment le SDS, le Tween 80 et le Tween 20. De plus, un
rhamnolipide BSW10 sécrété par la souche W10 de Pseudomonas aeruginosa a
montré une capacité de remobilisation élevée du pétrole brut par rapport au SDS.
[142].

Dautres types de biosurfactants, comme le lipopeptide Bios-Cnaph3,
synthétisé par la souche Halomonas pacifica Cnaph3 ont montré une capacité
intéressante a éliminer les huiles moteur usées des sols pollués par rapport a

plusieurs tensioactifs chimiques testés (Tween 80, SDS et Triton X-100) [25].
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Figure 46 : Effets du rhamnolipide RhI-BSP4, et de surnageants de la culture
BSP4, sur la remobilisation des hydrocarbures contenus dans des sols pollués par
pétrole brut et l'huile moteur usée (20%, p/v) en comparaison avec un tensioactif
chimique (SDS). Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois réplicats =+
écart type. L'astérisque indique p < 0,05 par rapport au traitement au Rhl-BSP4 brut.
Le diese indique p < 0,05 par rapport au traitement au surnageant acellulaire. (****,
#### < 0,0001).

Par consequent, le RhI-BSP4 pourrait étre recommandé comme biosurfactant
efficace pour améliorer la récupération du pétrole, prolonger la durée de vie des
réservoirs et nettoyer les déversements de pétrole grace a la modification de la
tension superficielle, de la mouillabilit¢ et de la formation d'émulsions entre les
particules de pétrole et d'eau [331]. Méme aussi, L'application des surnageants dans
la remobilisation des hydrocarbures, sans étapes d'extraction et de purification,

pourrait étre une approche prometteuse en raison de ses avantages économiques [9].
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Figure 47 : Récupération du pétrole brut (a) et de I’huile moteur usée (b) des
sols pollués wvia l'application de surnageants de la culture de BSP4, de RhI-BSP4,
ainsi que de surfactant chimique (SDS).
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Conclusion générale et perspectives

La remédiation des hydrocarbures est désormais reconnue comme un enjeu
mondial majeur, principalement en raison du rejet continu dhydrocarbures
persistants qui pose des difficultés tant pour les pays en développement que pour les
pays industrialisés. Malgré de nombreux rapports sur les microorganismes dégradant
les hydrocarbures, il est nécessaire de trouver de nouvelles souches avec des

propriétés améliorées pour accroitre I'efficacité de la bioremédiation.

Des bactéries indigénes ou autochtones trouvées dans des zones fortement
contaminées, capables de métaboliser des hydrocarbures tout en libérant des BS,
pourraient posséder ces caractéristiqgues souhaitables. Ces bactéries ont le potentiel
détre plus efficaces et mieux adaptées aux besoins environnementaux en
augmentant la biodisponibilité des hydrocarbures persistants et en menant a leur

dégradation.

Dans ce contexte, notre étude a été menée sur des échantillons des sols
contaminés provenant de la station d’épuration des eaux usées de la ville de
Mascara, de la station d’épuration des ecaux usées de la ville de Chlef, et de la
raffinerie pétroliere de Hassi Berkine, wilaya d'Ouargla. Les préléevements ont été

réalisés au cours de la période 2020-2021.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au début & I’isolement et le
criblage des Pseudomonas ayant la capacité de produire de rhamnolipides. Par
ailleurs, 38 souches ont été isolées, a partir de trois biotopes. La caractérisation
phénotypique et phylogenétique a confirmé leurs appartenances aux P. aeruginosa.

La deuxiéme partie de cette these a porté sur le screening de bactéries
capables de synthétiser des biosurfactants. La méthodologie principale s’articule sur
la production et la caractérisation de ces biomolécules. Les tests de criblage ont été
basé sur des test qualitatif et quantitatif, avec une attention particuliére sur les tests
quantitatifs et surtout la mesure de la tension de surface. Nous avons noté une haute
performance pour les souches isolées des stations d’épurations des eaux usees en
fonction de la réduction de la tension de surface de milieu et Dactivité
d’émulsification, meilleure réduction de la tension de surface a été inscrit par la
souche BSP13 (TS finae = 32.68 mMN m™), et meilleure activité d’émulsification a été

vue chez la souche BSP8 avec un pourcentage de 71,25%. La majorité des souches
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ont présenté des reésultats positives pour les tests qualitatif comme la méthode de
CTAB agar, le test hémolytique, le test d’effondrement de goute (drop collapsing),

et le test de superposition d’hydrocarbure sur gélose.

Par consequent, deux souches (BSP4 et BSP9) ont été sélectionnées pour la
production des biosurfactants en utilisant différents substrats et la caractérisation des
biosurfactants. Meilleure production de biosurfactants a été achevée par la souche
BSP4 sur milieu BN additionné par huile de friture usée (1%, v/v) avec un
rendement de 5.09 + 0.91 g L' aprés 48 h d’incubation. D’autre part, un rendement
significatif de 2.36 = 0.69 g L aprés 48 h d’incubation a été marqué par la souche
BSP9 sur milieu de base additionné par 1% huile de friture usée, et 1.70 + 0.01 g L
en présence de résidus d’huile de thon. Ces substrats sont des sources de carbone
durables et renouvelables, minimisant ainsi le colt élevé de production de ces bio-

tensioactifs.

Nous nous sommes également focalisés dans la troisieme partie de notre
étude sur la caractérisation des biosurfactant produits.  Pour cela, les extraits de
biosurfactants produits par deux souches (BSP4 et BSP9) ont été analysés par FTIR
et RMN du proton. Les résultats de ces analyses montrent que les biosurfactants
produits par ces souches appartiennent a la famille des glucolipides, et notamment a
la classe des rhamnolipides. La concentration micellaire critigue des biosurfactants
bruts produits par la souche BSP4 sur le milieu BN additionné avec I’huile d’olive et
I’huile de friture usée (1%, v/v) est 350 mg Lt et 20 mg L pour le biosurfactant
produit par BSP9 sur milieu LB. De plus, la stabilité environnementale des
biosurfactants produits a été constatée vis-a-vis de la temperature (de -80 jusqu’a
121 °C), du pH (de 2 a 12), et de la salinité (de 2 a 12% pour RhI-BSP4 ; de 2 a 10%
pour BS-BSP9).

Au cours de cette étude, une autre investigation a été dédiée a étudier les
potentialités bio dégradatives des souches sélectionnées (BSP4 et BSP9). La souche
BSP4 a été trouvé trés tolérante au naphtaléne (200 mg L), avec une capacité de
dégrader la totalit¢é du naphtaléne au bout de 7 jours d’incubation a 30 °C affirmée
par les analyses GC-MS. Ces derniéres prouvent qu’elle est capable de dégrader
quasiment la totalité des hydrocarbures aliphatiques (de 4,8 a 83,91%) présents dans
le pétrole brut (1%, v/v), au bout de 21 jours d’incubation a 30 °C.
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Plus intéressant encore, la souche BSP9 montre une capacité remarquable de
croitre sur un panel des hydrocarbures & savoir les mono-aromatiques, les
polycycliques, les alcanes, et le pétrole brut. Les analyses GC-FID montrent qu’elle
est capable de dégrader la totalité du naphtaléne (200 mg L) au bout de 3 jours
d’incubation  (83,25%), 27,7%, et 68,33% de phénanthréne (200 mg L), et
fluoranthéne (200 mg L1), respectivement, au bout de 7 jours d’incubation a 37 °C.
Les analyses GC-MS montrent qu’elle est capable de dégrader presque la majorité
des hydrocarbures aliphatiques (86,28%) présents dans le pétrole brut (1%, v/v), au
bout de 10 jours d’incubation a 37 °C. Les souches BSP4 et BSP9, ont montré des
potentialités bio dégradatives intéressantes sur des hydrocarbures et en particulier
sur des HAPs. Ceci, prouve que ces souches hydrocarbonoclastes pourraient étre de
bonnes candidates utilisées dans la biorestauration des environnements pollués par

ces hydrocarbures persistants.

L’effet de rhamnolipide produit par la souche BSP4 sur la remobilisation des
hydrocarbures présents dans un sol contaminé par le pétrole brut et I’huile de
moteurs usée, en les comparant avec des surfactant chimique (SDS), a été effectué.
Les resultats obtenus montrent un potentiel de remobilisation plus important vu par

le bio tensioactif que le tensioactif synthétique.

Une autre part de cette étude visait a appliquer les biosurfactants Rhl-BSP4
et BS-BSP9 pour lutter contre les bactéries émergentes résistantes aux antibiotiques.
Face a ce probleme majeur de santé publique, leurs futurs usages constituent la
pierre angulaire de la réduction de cette antibiorésistance. Les résultats obtenus
montrent que les biosurfactants testés ont des activités antimicrobiennes
intéressantes contre la une variété des microorganismes testés : bactérie a gram
négatif (E. coli ATCC 25922 ; bactéries a gram positif (B. cereus ATCC 14579, E.
faecalis ATCC 29212 et S. aureus ATCC 25923) ainsi que la levure C. albicans
ATCC 10231.

Enfin, les résultats obtenus mettent en relief les propriétés tensioactives
intéressantes des biosurfactants Rhl-BSP4, et BS-BSP9. Il nous semble pertinent
d’encourager la possibilit¢ de [1’utilisation de ces produits biologiques dans diverses
applications. Dans ce contexte et pour une valorisation biologique, des essais
d’applications des biosurfactants étudiés ont ¢été effectués : remobilisation des
hydrocarbures contenus dans des sols, et activité antimicrobienne.
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En termes de perspectives, dautres études devraient se concentrer sur
I'expansion de la capacité de production de biosurfactants afin de répondre a des
usages plus variés. L'objectif est de trouver des conceptions de bioréacteurs adaptées
pour la synthese de biosurfactants a grande échelle. Cela inclut I'examen des sources
de carbone les plus économiquement efficaces pour les rhamnolipides et
I'amélioration des procédures de production afin de réduire les colts et d'accroitre la

durabilité commerciale.

Une enquéte plus approfondie devrait se centraliser sur l'intégration des
méthodes de bioremédiation in situ produites avec dautres, telles que la
phytoremediation et la nano bioremédiation, afin d'améliorer [I'efficacité globale et
délargir son champ dapplication. De plus, mener des études sur l'adaptation des
biosurfactants produits a une large gamme de situations environnementales

contribuerait & garantir leur efficacité dans différentes applications industrielles.

Il est intéressant de noter qu'il est également recommandé que I'application
d'un consortium en mélangeant et en adaptant diverses souches dégradant les
hydrocarbures pourrait étre trés avantageuse pour une efficacité maximale de
biodégradation et un retrait complet des hydrocarbures persistants. Une
compréhension plus approfondie des mécanismes moléculaires régulant la synthese
de rhamnolipides pourrait étre précieuse pour évaluer I'efficacité des processus de

production grace a l'utilisation de techniques bio-informatiques innovantes.
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1. Milieux de culture

Tableau 16 : Composition des milieux de culture.

Annexes

Milieux Ingrédients g/L Références
c Extrait de viande 1 610037
25 Peptone 5
3= g Extrait de levure 2
M c<= NaCl 5
_ Extrait de viande 1 610245
3 & g Peptone 10
= S T m Extrait de levure 5
=10 NacCl 5
o L Peptospecial 20 610309
E S Sulfate de magnésium 1,5
-§ 2 Phosphate di-potassium 15
29 Glycerol (Ref. 15523-1L-R) 10 mL
A c Agar 14
a Digestion ~ pancréatique  de 20 610310
S caséine
S Chlorure de magnésium 1,4
s 2 Sulfate de potassium 10
§ A Glycérol (Ref. 15523-1L-R) 10 mL
o < Agar-agar 15
Cétrimide 0,3 610041
Chlorure de magnésium 1,4
235 Sulfate de potassium 10
§ = Un digest pancréatique de 20
T B Glycérol 10 mL
O o Agar 13,6
o Extrait de viande 2 610627
3 2 § ~ Hydrolysat acide de caseine 17,5
=S c % Amidon 1,5
==2TIT = Agar 17
Tryptose 10 610005
3 Na Cl 1,4
§ - Extrait de viande 10
3 < Agar 15
O v Sang défibriné 50 ml
Peptospecial 20 610055
Lactose 10
Sucrose 10
Chlorure de sodium 5
Extrait de viande 3
Extrait de levure 3
= Glucose 1
2 Sulfate de fer 0,2
o) Thiosulfate de sodium 0,3
= Rouge de phénol 0,025
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Agar 12
Peptone 10

8 L9 Extrait de levure 1

3 5 3 5 Rouge Congo 0,5

O & O Agar 15
Glucose 20

= KH2POy4 0,95

3 < K2HPO4 2,27

o £ (NH4)2SO4 0,67

S £ Solution de trace 2mL

£ =, élémentaire composeée de :

S5 FeS04.7H20 2

3 € ~ MnSO4.H0 1,5

252 cTAB 0,2

= 25 Bleude méthyléne 0,005

28 Agar 20
K2HPO4 1

o CaCl,.2H20 0,02

28 KHPO, 1

2 & 5 T FeCls 0,05

S 5 S @ NH4NOs 1
K2HPO4 0,5
CaCl,.2H.0 0,05
KH2PO4 0,5
MgCl,.6H.0 0,33
NH4CI 1
Na ClI 5
Solution d’oligo-éléments selon
Widdel et Pfennig [523], 1mL
composée de :

o FeCl2.4H,0 1,5

= CoCl2.6H20 0,19

@ MnCl2.4H0 0,1

3 ZnCly 0,07

g NaMo004.2H20 0,036

= NiCl..6H.0 0,024

E H3BO3 0,006




2. Séquence du géne codant pour ’ARNr 16S des souches isolées

e Souche BSP4 (1166 pb)

TACCATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA
ATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGG
GGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG
CGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAAT
AAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTA
CTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCTGGGCCTTACGGCAGGGGT

e Souche BSP6 (1169 pb)

CATGACAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAT
CTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGG
ATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG
ACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGAT
TGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAG
CACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTG
AGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGC
GATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAG
ATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACC

e Souche BSP9 (1058 pb)

ACCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTA
GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGT
GGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCA
AGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCT
TCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAG
AATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCT
AACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTC
CAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA

e Souche BSP12 (1132 pb)

ATCATTCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCT
AATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATC

CAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA
ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAA

GGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAG

GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTT
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GGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAG
CACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCAT
GGCCCTTACGGCCAGGGCTACCCC

e Souche BSP13 (1165 pb)

CGCAATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA
ATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGG
GGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG
CGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAAT
AAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTA
CTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCTGAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGG
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3. Galerie API 20 NE

[REF] 20 050

07615K - fr - 2009/11

Annexes

yopi©20 NE

IVD

Systeme d'identification des bacilles @ Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

API 20 NE est un systeme standardisé pour l'identification
des bacilles a Gram négatif non enterobactéries et
non fastidieux (ex. Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.)
combinant 8 tests conventionnels, 12 tests d'assimilation,
et une base de données. La liste compléte des bactéries
qu'il est possible d'identifier avec ce systéme est présente
dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.

PRINCIPE

La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant
des substrats déshydratés.

Les tests conventionnels sont inoculés avec une
suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux.
Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés
par I'addition de réactifs.

Les tests d'assimilation sont inoculés avec un milieu
minimum et les bactéries cultivent seulement si elles sont
capables d'utiliser le substrat correspondant.

La lecture de ces réactions se fait a l'aide du Tableau de
Lecture et lidentification est obtenue a laide du
Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.

PRESENTATION (coffret de 25 tests)
- 25 galeries APl 20 NE
- 25 boites d'incubation
- 25 ampoules d'API AUX Medium
- 25 fiches de résultats
- 1 notice

COMPOSITION

Galerie

La composition de la galerie API 20 NE est reportée dans
le tableau de lecture de cette notice.

Milieu

APl AUX | Sulfate d'ammonium 2g

Medium |Agar 159

7ml Solution de vitamines 10,5 ml
Solution d'oligo-éléments 10ml
Phosphate monosodique 6,249
Chlorure de potassium 159
Eau déminéralisée gsp 1000 ml
pH final : 7,0-7,2

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS

Réactifs

- API NaCl 0,85 % Medium, 2 ml (Réf. 20 070)
- Réactifs : JAMES (Réf. 70 542)
NIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)
Zn (Réf. 70 380)
- Oxydase (Réf. 55 635*)
* référence non commercialisée dans certains pays :
utiliser un réactif équivalent.
- Huile de paraffine (Réf. 70 100)
- McFarland Standard (Réf. 70 900) point 0,5
- Catalogue Analytique AP1 20 NE (Réf. 20 090) ou
logiciel d'identification apiweb ™M (Réf. 40 011)
(consulter bioMérieux)

Matériel

- Pipettes ou PSlpettes

- Protege-ampoule

- Portoir pour ampoules

- Equipement général de laboratoire de bactériologie

PRECAUTIONS D'UTILISATION

e Pour diagnostic in vitro et pour contréle micro-
biologique.

« Pour usage professionnel uniquement.

» Ce coffret contient des composants d'origine animale. La

maitrise de l'origine et/ou de I'état sanitaire des animaux

ne pouvant garantir de facon absolue que ces produits ne
contiennent aucun agent pathogéne transmissible, il est
recommandé de les manipuler avec les précautions
d'usage relatives aux produits potentiellement infectieux

(ne pas ingérer; ne pas inhaler).

Les prélevements, cultures bactériennes et produits

ensemencés doivent étre considérés comme poten-

tiellement infectieux et doivent étre manipulés de fagon
appropriée. Les techniques aseptiques et les précautions
usuelles de manipulation pour le groupe bactérien étudié
doivent étre respectées tout au long de la manipulation ;
se référer a "CLSI M29-A, Protection of Laboratory

Workers from Occupationally ~Acquired Infections ;

Approved Guideline - Révision en vigueur". Pour

informations complémentaires sur les précautions de

manipulation, se référer a "Biosafety in Micro-
biological and Biomedical Laboratories - CDC/NIH -

Derniére édition", ou a la réglementation en vigueur dans

le pays d'utilisation.

Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de péremption.

Avant utilisation, s'assurer de l'intégrité de I'emballage

et des composants.

Ne pas utiliser de galeries ayant subi une altération phy-

sique : cupule déformée, ...

Ouvrir les ampoules délicatement comme suit :

- Placer I'ampoule dans le protege-ampoule.

- Tenir I'ensemble verticalement dans une
main (bouchon blanc vers le haut).

- Bien enfoncer le bouchon.

- Exercer une pression horizontale avec le
pouce sur la partie striée du bouchon de
fagon a casser I'extrémité de I'ampoule.

- Retirer I'ampoule du protége-ampoule et
conserver le protége-ampoule pour une
utilisation ultérieure.

- Enlever délicatement le bouchon.

Les performances présentées sont obtenues avec la

méthodologie indiquée dans cette notice. Toute

déviation de méthodologie peut altérer les résultats.

L'interprétation des résultats du test doit étre faite en

tenant compte du contexte clinique ou autre, de l'origine

du prélévement, des aspects macro et microscopiques
de la souche et éventuellement des résultats d'autres
tests, en particulier de I'antibiogramme.

bioMérieux SA
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CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries et milieux se conservent a 2-8°C jusqu'a la
date limite d'utilisation indiquée sur I'emballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

API 20 NE ne doit pas étre utilisé directement a partir des
prélévements cliniques ou autres.

Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps étre isolés sur un milieu de culture adapté
(ex. gélose Trypcase Soja) selon les techniques usuelles
de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Test Oxydase

Le test oxydase doit étre réalisé selon les instructions du
fabricant, il constitue le 21°™ test d'identification & noter
sur la fiche de résultats.

Sélection des colonies

APl 20 NE doit étre utilisé avec des bacilles a Gram
négatif non entérobactéries et non fastidieux.

NOTE 1 : certaines espéces de bacilles a Gram négatif
non entérobactéries qui sont oxydase négative
(S. maltophilia,  Acinetobacter...) sont parfaitement
identifites avec APl 20 NE. On s'aidera du contexte
clinique ou bactériologique pour utiliser cette galerie.

NOTE 2 : Les microorganismes fastidieux, exigeants et
nécessitant des précautions de manipulation particuliéres
(ex. Brucella et Francisella) ne font pas partie de la base
de données APl 20 NE. Il convient d'utiliser d'autres
techniques pour exclure ou confirmer leur présence.

Préparation de la galerie

« Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Clz, COz2 ...)] dans les alvéoles pour créer
une atmosphére humide.

e Inscrire la référence de la souche sur la languette
latérale de la boite. (Ne pas inscrire la référence sur le
couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
manipulation).

 Sortir la galerie de son emballage individuel.

« Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de I'inoculum

o Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml)
comme indiqué au paragraphe "Précautions d'utilisation"
de la notice du produit ou utiliser un tube contenant 2 ml
de solution saline a 0.85 %, sans additif.

e A laide d'une pipette ou d'une PSlpette, prélever
1 a 4 colonies de morphologie identique, par aspirations
ou par touches successives. Utiliser préférentiel-
lement des cultures jeunes (18-24 heures).

« Réaliser une suspension d'opacité égale a 0.5de
McFarland. Cette suspension doit étre utilisée
extemporanément.

NOTE : Pour le bon fonctionnement des tests de la
galerie APl 20 NE, il est trés important d'ajuster la
densité de linoculum au point 0.5 de McFarland. En
particulier, une turbidité plus faible conduit a des
résultats faussement négatifs. Ne pas toucher les
cupules lors des manipulations et veiller a ne pas laisser
la galerie exposée a l'air longtemps aprés inoculation.

Inoculation de la galerie

« Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NOz a
PNPG avec la suspension précédente en utilisant la
pipette ayant servi au prélevement. Pour éviter la
formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe
de la pipette ou de la PSlpette sur le c6té de la cupule,
en inclinant légérement la boite d'incubation vers
l'avant.

o Ouvrir une ampoule d’API AUX Medium comme indiqué
au paragraphe "Précautions d’utilisation" et y transférer
environ 200yl de la suspension précédente.
Homogeénéiser avec la pipette en évitant la formation de
bulles.

* Remplir tubes et cupules des tests [GLU| a [ PAC| en
veillant a créer un niveau horizontal ou légérement
convexe, mais jamais concave. Des cupules
incomplétement remplies ou trop remplies peuvent
entrainer des résultats incorrects.

* Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests
soulignés (GLU, ADH, URE) pour former un ménisque
convexe.

« Refermer la boite d'incubation et incuber a 29°C + 2°C
pendant 24 heures (+ 2 heures).

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

« Aprés incubation, la lecture de la galerie doit se faire en
se référant au Tableau de Lecture.

* Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions
spontanées (GLU, ADH, URE, ESC, GEL, PNPG).

» La révélation des deux tests NOz et TRP doit se faire en
mettant les tests d'assimilation a [Ilabri d'une
contamination par l'air ; pour cela, placer le couvercle de
la boite d'incubation au dessus de ces tests, pendant la
période de révélation des tests NOz et TRP.

e Test NOs:
- Ajouter une goutte de réactifs NIT 1 et NIT 2 dans la
cupule NOs.
- Aprés 5 mn, une couleur rouge indique une réaction
positive, a noter sur la fiche de résultats.

Une réaction négative peut étre due a la production

d'azote (éventuellement signalée par la présence de

microbulles) ; ajouter 2-3 mg de réactif Zn dans la
cupule NOs.

- Aprés 5 mn, une cupule restée incolore indique une
réaction positive a noter sur la fiche de résultats.
Si la cupule devient rose-rouge, la réaction est
négative car les nitrates encore présents dans le tube
ont alors été réduits en nitrites par le zinc.

La réaction utilisée pour l'identification de la bactérie est
la réduction des nitrates ; elle est positive si I'une ou
l'autre des deux réactions précédentes (production de
NO2 ou de N2) est positive.

La production de N2 peut cependant étre utilisée seule
comme test complémentaire dans le Catalogue
Analytique.

Test TRP :

Ajouter une goutte de réactif JAMES. Une couleur rose
diffusant dans toute la cupule indique une réaction
positive.

bioMérieux SA
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» Tests d'assimilation :
Observer la pousse bactérienne. Une cupule trouble
indique une réaction positive.
Des pousses d'intensité intermédiaire peuvent étre
observées et notées ¥ ou .
Une fois cette lecture effectuée, l'identification doit étre
pratiquée comme indiqué au paragraphe
"Interprétation”.
Une réincubation est nécessaire dans les cas suivants :
- faible discrimination ;
- profil inacceptable ou profil douteux ;
- si la note suivante est indiquée pour le profil obtenu :

IDENTIFICATION NON VALIDE
AVANT 48 H D'INCUBATION

Interprétation
L'identification est obtenue a partir du profil numérique.

o Détermination du profil numérique :

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant a l'intérieur de chaque
groupe les valeurs correspondant a des réactions
positives, on obtient 7 chiffres ; la réaction de I'oxydase
qui constitue le 21° test est affectée de la valeur
4 lorsqu'elle est positive.

o Identification :

Elle est réalisée a partir de la base de données (V7.0)
* a l'aide du Catalogue Analytique :

- Rechercher le profil numérique dans la liste des
profils.
* a l'aide du logiciel d'identification apiweb T™™ :
- Entrer manuellement au clavier le profil numérique a
7 chiffres.

.

Alors, éliminer, a l'aide d'une pipette ou d'une PSlpette,
les réactifs NIT1, NIT2 et JAMES par aspiration,
recouvrir immédiatement les tests NOs et TRP d'huile de
paraffine en formant un ménisque convexe, incuber a
nouveau a 29°C + 2°C puis lire 24 h plus tard, sauf les
trois premiers tests : NOs, TRP, GLU qui doivent étre lus ‘
uniquement a 24 h.

1154 575 Pseud aerugi
CONTROLE DE QUALITE

Les galeries et milieux font I'objet de contréles de qualité systématiques aux différentes étapes de leur fabrication.

Le Contréle de Qualité Minimum peut étre utilisé pour vérifier que les conditions de stockage et de transports n'ont pas

d’'impact sur les performances de la galerie APl 20 NE. Ce contréle peut étre réalisé en suivant les instructions et critéres

attendues ci-dessus en lien avec le référenciel CLSI M50-A Quality Control for Commercial Microbial identification

Systems.

Comme aucun substrat de la galerie n’est sensible aux conditions de stockage et de transports, le Controle de Qualité

Minimum peut étre réalisé en testant deux souches : Aeromonas hydrophila ATCC® 35654 qui présente des tests

principalement positifs et Alcaligenes faecalis ATCC 35655, qui présente des tests principalement négatifs avec

API 20 NE.

Dans le cas ou un contrdle de Qualité Complet est exigé pour cette galerie, les quatre souches suivantes devront étre

testées pour vérifier les réactions positives et négatives de la plupart des tests de la galerie API 20 NE.

1. Aeromonas hydrophila ATCC 35654 3. Sphingobacterium multivorum

2. Alcaligenes faecalis ATCC 35655 4. Pseudomonas aeruginosa

ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.

ATCC 35656
ATCC 27853

NO3 | TRP | LU | ADH | URE |EscC | GEL | PNPG |LoLul |LaRal| |Lmne] |Lman] | nac] |Lmall |Lent] |Lcap] |Lantl {Lmet] Lo |Lpac] | ox
1.1 + + + + - + + + + + + + + + + + - + - - +
2.| - - - - - - - - - - = - - - = + - + + + +
3. - -1 - - + + = + + + + - + + = = = - = = +
4. + - - \Y V|- + - + - - + + - + + + + + - +

* Des réactions faiblement positives peuvent étre observées.
Profils obtenus a partir de colonies cultivées sur gélose Trypcase Soja et aprés 48 heures d'incubation pour les tests

ADH a | PAC|.

Il est de la responsabilité de I'utilisateur de s'assurer que le contréle de qualité est mis en oeuvre conformément a la
législation locale en vigueur.
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LIMITES DU TEST

* Le systéme API 20 NE est destiné a l'identification des
bacilles a Gram négatif non entérobactéries et non
fastidieux présents dans la base de données (voir
Tableau d'ldentification en fin de notice) et a eux seuls.
Il ne peut étre utilisé pour identifier d'autres micro-
organismes ou exclure leur présence.

o Les bacilles a Gram négatif non fermentants, isolés de
patients atteints de mucoviscidose, peuvent générer des
profils biochimiques atypiques susceptibles d'altérer leur
identification.

e Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent étre utilisées.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de cette
notice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

5728 souches de diverses origines et souches de

collection appartenant aux espéces de la base de

données ont été testées :

- 92,53 % des souches ont été correctement identifiées
(avec ou sans tests complémentaires).

- 3,13 % des souches n'ont pas été identifiées.

- 4,34 % des souches ont été mal identifiées.

ELIMINATION DES DECHETS

Les ampoules dAPI AUX Medium non utilisées peuvent
étre éliminées comme déchets non dangereux.

Eliminer tous les réactifs utilisés ou non utilisés (autre que
les ampoules d’API AUX Medium) ainsi que les matériels
a usage unique contaminés en suivant les procédures
relatives aux produits infectieux ou potentiellement
infectieux.

Il incombe a chaque laboratoire de gérer les déchets et
les effluents qu'il produit selon leur nature et leur

dangerosité, et d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et ['élimination selon les réglementations
applicables.

bioMérieux sa
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TABLEAU DE LECTURE

QTE RESULTATS
TESTS | COMPOSANTS ACTIFS REACTIONS/ENZYMES
(mglcup.) NEGATIF | POSITIF
NIT 1+ NIT 2/5 min
NO3 potassium nitrate 0136 réduction des Nitrates en nitrites incolore : rose-rouge
Zn /5 min
réduction desNitrates en azote rose | incolore
JAMES / immeédiat
1 ™ incolore
TRP L-tryptophane 0,2 formation d'indole (TRyptoPhane) vert pale / jaune rose
GLU D-glucose 1,92 fermentation (GLUcose) bleu a vert jaune
ADH L-arginine 1,92 |Arginine DiHydrolase jaune °‘a"§:ug ;°se /
g orange / rose /
URE urée 0,76 UREase jaune rouge
ESC esauling 0.5 | hydrolyse (B-glucosidase) (ESCuline) jaune grigi/mamon /.neir
citrate de fer 0,072 |hydrolyse (-glu . J
gélatine . pas de diffusion diffusion du
GEL (origine bovine) 0.6 hydrolyse (protéase) (GELatine) du pigment pigment noir
PNPG 4-nitrophényl-[5p- 022 B-galactosidase.(Para-NitroPhényI-BD- incolore jaune
galactopyranoside Galactopyranosidase)
GLU D-glucose 1,56 assimilation (GLUcose) transparence trouble
ARA L-arabinose 1.4 assimilation (ARAbinose) transparence trouble
MNE D-mannose 1.4 assimilation (ManNosE) transparence trouble
MAN D-mannitol 1,36 assimilation (MANnitol) transparence trouble
NAG N-acétyl-glucosamine 1,28 assimilation (N-Acétyl-Glucosamine) transparence trouble
MAL D-maltose 1.4 assimilation (MALtose) transparence trouble
| GNT potassium gluconate 1,84 assimilation (potassium GlucoNaTe) transparence trouble
CAP acide caprique 0,78 assimilation (acide CAPrique) transparence trouble
ADI acide adipique 1:12: assimilation (acide ADIpique) transparence trouble
MLT acide malique 1,56 assimilation (MaLaTe) transparence trouble
CIT trisodium citrate 2,28 assimilation (trisodium ClTrate) transparence trouble
PAC acide phénylacétique 08 assimilation (acide PhénylACétique) transparence trouble
(voir notice : "
OX du test oxydase) - cytochrome-oxydase (voir notice du test oxydase)

» Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matieres premiéres.
» Certaines cupules contiennent des composants d'origine animale notamment peptone bovine/porcine.

METHODOLOGIE

p. |
TABLEAU D'IDENTIFICATION p. 1l
BIBLIOGRAPHIE p. 1N
TABLES DES SYMBOLES p. IV

bioMérieux, le logo bleu, API et apiweb sont des marques utilisées, déposées et/ou enregistrées appartenant a bioMérieux SA ou a l'une de ses filiales.
ATCC est une marque appartenant 8 American Type Culture Collection.
Les autres marques et noms de produits mentionnés dans ce document sont des marques commerciales de leurs détenteurs respectifs.
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METHODOLOGIE / PROCEDURE / METHODIK / TECNICA / PROCEDIMENTO /
AIAAIKAZIA | METOD / METODE / METODYKA
oX
API NaCl 0.85 % Medium
‘ = | NO; > PNPG
595066609 Sy
\ (7] ADH
~ 200 URE
API AUX Medium
: punn |
(88 59998666688 — [GLU - |PAC]
¥ J —.
24:00 +2:00/48:00 | %% 29°C +2°C
XX
.. |NO;
[Usuusussys SussssYs O NOs: NIT 1 + NIT 2(+Zn)
TRP : JAMES
API 20 NE
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TABLEAU D'IDENTIFICATION / IDENTIFICATION TABLE / PROZENTTABELLE/
TABLA DE IDENTIFICACION / TABELLA DI IDENTIFICAZIONE / QUADRO DE IDENTIFICACAO /
MINAKAZ TAYTOMNOIHZHZ / IDENTIFIERINGSTABELL / IDENTIFIKATIONSTABEL /
TABELA IDENTYFIKACJI
% de réactions positives aprés 24-48 h a 29°C + 2°C / % of positive reactions after 24-48 hrs. at 29°C + 2°C /
% der positiven Reaktionen nach 24-48 Std. bei 29 C + 2°C / % de las reacciones positivas después de 24-48 H a 29°C + 2°C /
% di reazioni positive dopo 24-48 ore a 29°C + 2°C / % de reacgdes positivas ap6s 24-48 Ha 29°C +2°C /
% BETIKWY avTIdPAoewy PETA aTrd 24-48 wpeg oToug 29°C + 2°C / % av positiva reaktioner efter 24-48 timmar vid 29°C + 2°C /
% af positive reaktioner efter 24-48 timer ved 29°C + 2°C / % pozytywnych reakcji po 24-48 godzinach w 29°C + 2°C

API 20 NE V7.0 NO3] TRP| GLUJADH]URE]ESC] GEL [PNPG]GLUa[ARAa| MNEa] MANa [NAGa|MALa] GNTa ] CAPa[ ADla [MLTa[CiTa]PACa] OX
Achromobacter denitrificans ojfofof1 0o 0 1 0 0 0 0 1 86 Bl 9 99 94 9 00
Ac 0]l0]1 0]0]| 1 0 99 0 30 1 1 1 00 8 94 99 98 96 00
Acinetobacter i u 210|801 ]1]1 0 67 [ 70 | 1 1 1 1 POl 98 80 00 99 8 0
Acinetobacter haemolyticus T{of1a]o o oM o [+ [ofo oo o o NEM 2 MN[0
Acinetobacter juniijohnsonii 1{fojofo]|1 0o 0 24 | 8 2 0 0 0 0 99 4 9 70| 0 0
Acinetobacter woffii 3foJojJoj2fo]o0 0 1] 1 0 1 1 0 0 [70 )20 |46 | 1 [36]0
Acinetobacter radioresistens 2|l2]0J2]0]O0]oO 0 19 | 2 0 0 2 0 0 9 00 ¥ 2 I 0
Aeromonas hydrophila/caviae 99 89 99 8 Bl 89 9 98 9 80 8 99 99 | 99 9 84 1 99 EIAENEN °°
Aer.salm.ssp ) 21]19]10)0)21]33] 0 66 | 0 33 | 50 2 21 2 0 0 2 0 0 00
A icida ssp ici 00 INEEAEDIEEN 100 9° IEEH 34 K l 9 8 99 9 IHEN ° EREN 100
Aeromonas sobria 00 86 96 86 HOUMEEE 99 99 oo KB 99 99 9 00 100 9 [l 99 8 [J} 100
Alcaligenes faecalis 1 1 oflojJofOo]oO 1 0 1 0 0 0 0 0 3 7 00 9 9 98
Alcaligenes faecalis 2 J 0 [oJoOofojJO]O 0 3 0 0 0 0 0 99 &N 9 Ul 69 | 73 RN
Bergeyella zoohelcum 0|0 |0 ENO|74] O 0 0 2 0 0 0 1 0 0 0 | 0| O JEE
Bordetella avium 0JoOfOoO]J]OoOfjO]O|O 0 4 0 0 0 0 0 0 0 99 00 100 100 9
Bordetella bronchiseptica 0|0 ] 0 MM O[O0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 9 8 9 80 00
Brevundimonas diminuta/Oligella urethralis| 1 | 0 | 1 011 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 2 1 33| 0 00
Brevundimonas vesicularis 16| 00 [0 0 gEEM12( 34 | 72| 1 1 3 10 | 72 | 1 1 1 140 | 0| O JEE
Burkholderia cepacia 39| 0 |24] 1 1146 (70| 72 00 99 96 99 8 9 99 || 9 00 99 99 9
Burkholderia pseudomallei 00 Y (Ul 98 0 5 00 0 00 0 99 00 00 0 00 00 99 00 99 94 00
Chromobacterium violaceum 9 A 99 100 SV U 100 0] (VN 0 [ 66 | 10 jE 0 00 0 N 36| 0
Chryseobacterium indologenes 20 | 110 |70 RN 22 | 55 | 12 | 37 1 0 | 66 1 0 1 1 (12| 12 §EF
Chryseobacterium meningosepticum [\l 8 1 0 | 5 BEEEE: 9 86 1 80 6 70 | 61 0 0 1 0 |25| 0 MEE
Comamonas testosteroni/Ps.alcaligenes ojof6|4]]0]4 1 1] 3 3 4 1 2 | 42 | 55 | 38 & 32| 3 JEE
Delftia_acit Il 0 | O 0 0 0 1 0 1 1 0 6 0 0 99 71 89 99 il 8 00
Grimontia hollisae 00 100 il 0 0 0 3 10 | 67 | 68 0 24 1 41 0 0 94 0 0 00
A ica/ Pasteurelia frehalosi i 0)J]2]J]0f0]2]0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [ 8
Methylob: ium phil 21000 M 0|0 0 21 | 40 0 0 1 0 7 0 5 8 [ 99
Moraxella lacunata Ul 0 (0 (O ) O | O ek 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 1 [l 99
Moraxella spp 34|0)0)J0)0]o0]|1 1 1 0 0 1 0 0 1 17 1 0 1 1 99
Myroides spp 0|1 0 | O BeCy 1 b 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 00
QOchrobactrum anthropi O 0 (o |0 M 1| O 1 8 60 | 20 B 34 [ 34| 4 WEEM 47| 1 9
Oligella ureolytica 71| 0 0 0 MEM 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 9 9 P 96
Pasteurella aerogenes ] 0 J 0 00 BV ] 00 99 9 1 80 99 9 0 0 9 0 0
Pasteurella multocida 96 96 Il 0OJlojJofoOo] 10 1 0 2 1 1 2 1 0 1 1 0 [l 86
Pasteurella pneumotropica i) 6126 | 0 K 0 | 0 | 6 1 6 0 6 3 6 0 1 6 | 0| 0 K
Pasteurella spp 96 Il 21211 1 1 4 19 1 1 1 1 1 1 0 1 13 | 1 0 K
Photobacterium damselae 99 UM 94 99 99 PN ICIN R A ) 6 0 1 6 0 0 0 |63[0] 0 00
Pl higell THEDIECMELE o [ o [ o IEIEN o | 2 [ o 98 99 o YN o[ o |EE
Pseudomonas aeruginosa L)l 0[O 0 ORI ° 99 1 1 89 8 1 9 98 9 98 99 HRIM 98
P FAKEENE 0 ERENEIIEN 0 EZN o7 89 8 99 99 E[H 9° 99 EM 99
Pseudomonas luteola 8 MUMMENRANERN 100 I} 98 99 99 99 2 6 8 62 | 1 9 9 1 1i2
P o) 0 | O JKER 0 |0 | O 0 00 MY 0 0 0 0 99 00 N0 00 100 00
Pseudomonas or lolololol1To 1] 1 |ECCMETIETETE o IEZNEINETN > EIRETY o | ¢
Pseudomonas putida 3101 KEER 1 0] 0 1 LMl 56 | 57 5 2 1 9 99 1 00 99 EEIN 99
Pseudomonas stutzeri 0oJof1]11]0f1 0 98 1 10 | 67 0 8 8 1 99 8 1 00
Psychrobacter phenylpyruvicus 60| 0| 0| 0 K 0] 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 3 1 0 00
Ralstonia pickettii 32| 0 1 1 3]0 1 0 96 L3 1 10 14 0 99 86 MM 99 98 HIH °°
Rhizobium radiobacter Ll 0 [ 0 | 0 |65 LW 1 99 00 100 100 00 99 99 90 2 0 00 v 1 JEE
Shewanella putrefaciens group 9¢ HUNIREEEENELE 0 6 | 11 0 0 9 10 1 71| 1 90 00
Sphingobacterium multivorum 0011 [l 9 00 Nl 99 99 | 9 99 0 99 99 0 0 0 1 0 [\l 99
Sphingobacterium spiritivorum ojlofo]O]1 00 ¢ 00 00 Il 99 10 00 00 B0 0 0 0 0 0 JEE
D paucir 100 (0] 0] 1 1 0 8 15 | 64 | 34 9 3 | 61[45]| 1 [73
Stenotrophomonas maltophilia 37| 1] 0| 0| 0 BEENEEREE: 84 3 9 2 98 99 2 1 0 99 98 NS
Vibrio alginolyticus 98 9 9 0| 0|65 10 6 1 18 57 | 74 6 1 0 9 I 0 JEE
Vibrio cholerae 99 100 99 EUMECEMEEE °° 99 83 D 8 9 98 1 [ 99 9 1 00
Vibrio metschnikovii 0|50|64| 0| 0| 7 |gLDN 50 0 | 71 99 99 99 99 RIM LMl 50| 0 | O
Vibrio Iyticu: 99 99 100 Kl 6 i 98 9 90 8 8 99 51 98 90 0 1 99 Wil 1 99
Vibrio vulnificus 00 9 9 0| 1 | 99 99 9 0 10 9 1 6 28 0 0 9 9 0 00
Wautersia paucula 110]0]0]23]0]1 0 1 1 0 1 0 1 89 89 86 99 96 KIN 98
virosa/Emp brevis [12] 5 J oo o+ KON o [ 1] 1 1 0 o o1 1 o[ 31 [0 [EE

Vérifier la mobilité / Check the motility / Beweglichkeit tberprifen / Verificar la movilidad / Verificare la mobilita /
Verificar a mobilidade / EAé§Te Tv kivnmikéTnTa / Kontrollera motiliteten / Kontrollér motiliteten / Sprawdzi¢ zdolno$¢ do ruchu:

Brevundimonas diminuta / vesicularis

Mobilité / Motility / Beweglichkeit / Movilidad / Mobilita / Mobilidade / KivntikétnTa /
Motilitet / Ruch

Moraxella spp

+
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Symbole / Symbol
Simbolo / Simbolo
ZuupoAo

Signification / Meaning / Bedeutung
Significado / Significato / Ewe§iynon
Betydelse / Betydning / Znaczenie

[REF]/ REF

Référence du catalogue

Catalogue number (GB) / Catalog number (US)
Bestellnummer / Nimero de catalogo / Numero di catalogo
Referéncia de catélogo / ApiBu6g karahdyou
Katalognummer / Katalognummer / Numer katalogowy

&l
O

Dispositif médical de diagnostic in vitro

In Vitro Diagnostic Medical Device / In Vitro Diagnostikum
Producto sanitario para diagnéstico in vitro

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Dispositivo médico para diagnostico in vitro

In Vitro AlayvwoTiké larpoTexvoAoyiké Trpoidv
Medicintekniska produkter fér in vitro diagnostik
Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik

Wyréb do diagnostyki In Vitro

Fabricant / Manufacturer / Hersteller / Fabricante
Fabbricante / KaraokeuaoTrig / Tillverkare / Producent

Limites de température / Temperature limitation
Temperaturbegrenzung / Limite de temperatura
Limiti di temperatura / Limites de temperatura
Mepiopiopoi Beppokpaaiag / Temperaturbegransning
Temperaturbegraensning

Przestrzegac zakresu temperatury

SIS 3

Utiliser jusque / Use by / Verwendbar bis
Fecha de caducidad / Utilizzare entro / Prazo de validade
Huepopnvia Aigng / Anvénd fére / Holdbar til / Uzy¢ przed

=
[e]
-

Code du lot / Batch code

Chargenbezeichnung / Cédigo de lote

Codice del lotto / Codigo do lote

ApIBuo6g Maptidag / Lot nummer / Lotnummer / Kod partii

=

Consulter les instructions d'utilisation

Consult Instructions for Use

Gebrauchsanweisung beachten

Consulte las instrucciones de uso

Consultare le istruzioni per I'uso

Consulte as instrugdes de utilizagéo
ZupPouAeurteite TIG 0dnyieg xpriong

Se handhavandebeskrivningen / Se brugsanvisning
Sprawdz w instrukcji obstugi

Contenu suffisant pour "n" tests
Contains sufficient for <n> tests

Inhalt ausreichend fur <n> Priifungen
Contenido suficiente para <n> ensayos
Contenuto sufficiente per "n" saggi
Conteudo suficiente para “n” ensaios
MepieXOUEVO ETTAPKES VIO «V» EEETATEIG
Récker till "n" antal tester

Indeholder tilstraekkeligt til "n" test
Wystarczy na wykonanie <n> testow
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