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Résumeé

Un groupe d’espéces fongiques a été examiné pour sa capacité a dégrader les hydrocarbures et il
s'est avéré que la plupart des champignons isolés des milieux polluer par le pétrole posseédent un

équipement enzymatique leur permettant de survivre dans ces milieux hostiles.

Dans une étude Il a été constaté que Les champignons dominants sélectionnés sont Aspergillus
oryzae et Mucor irregularis. De plus, la présence d’enzymes putatives, de laccase (Lac), de
peroxydase de manganese (MnP) et de peroxydase de lignine (LiP) a été confirmée dans des filtrats
de culture utilisant des substrats appropriés. Un test d’activité enzymatique a révélé que ces deux
champignons produisaient plus de Lac que MnP et LiP. A. oryzae a agi sur tous les composants
d’hydrocarbures, M. irregularis n’a dégradé que les hydrocarbures a longue chaine et le BTEX.
Cette étude confirme que A. oryzae et M. irregularis ont le potentiel d’étre exploités dans le bio

traitement et 1’¢limination des hydrocarbures dans les milieux pollués.

Dans une autre étude il a été confirmé que la chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie
de masse étaient des outils trés précis pour démontrer I’efficacité de la biodégradation du pétrole
brut par A. terreus KC462061. L’effet synergique du composé Cu-ABTS a le niveau d’induction
le plus élevé du profil de transcription. Lccll et 12 étaient les principaux genes de Lcc dans les
profils de transcription tout au long du cycle de vie d'A. terreus KC462061, et leur abondance de

transcription a éte corrélée avec le composé Cu-ABTS.

La réaction en chaine de la polymerase en temps réel ou quantitative (qPCR) a été utilisée pour
I’analyse du profil de transcription de huit génes de laccase chez A. terreus KC462061. Le Cu-
ABTS s’est révélé trés efficace pour le profilage efficace de D’expression de laccase,

principalement par induction de transcription des génes Lccll et 12

Finalement Aspergillus possédent un équipement enzymatique puissant capable de dégrader la

plupart des hydrocarbures.

Mot clés : hydrocarbures, biodégradation, Aspergillus, enzyme, champignon, laccase.
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Abstract

A group of fungal species were examined for their ability to degrade hydrocarbons and it was
found that most fungi isolated from oil-polluted environments have the enzymatic equipment to

survive in these hostile environments.

In one study it was found that the dominant fungi selected were Aspergillus oryzae and Mucor
irregularis. In addition, the presence of putative enzymes, laccase (Lac), manganese peroxidase
(MnP) and lignin peroxidase (LiP) was confirmed in culture filtrates using appropriate substrates.
An enzyme activity test revealed that both fungi produced more Lac than MnP and LiP. A. oryzae
acted on all hydrocarbon components, M. irregularis only degraded long chain hydrocarbons and
BTEX. This study confirms that A. oryzae and M. irregularis have the potential to be exploited in

the bio-treatment and removal of hydrocarbons from polluted environments.

In another study, it was confirmed that gas chromatography and mass spectrometry were very
accurate tools to demonstrate the efficiency of biodegradation of crude oil by A. terreus
KC462061. The synergistic effect of the Cu-ABTS compound had the highest level of induction
of the transcript profile. Lccll and 12 were the major Lcc genes in the transcript profiles
throughout the life cycle of A. terreus KC462061, and their transcript abundance was correlated
with the Cu-ABTS compound.

Real-time or quantitative polymerase chain reaction (QPCR) was used to analyse the transcriptional
profile of eight laccase genes in A. terreus KC462061. Cu-ABTS was found to be very effective

in profiling laccase expression, mainly through induction of transcription of the Lccl11 and 12

Finally, Aspergillus have a powerful enzymatic equipment capable of degrading most

hydrocarbons.

Key words: hydrocarbons, biodegradation, Aspergillus, enzyme, fungus, laccase.
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Introduction :

La pollution des écosystémes marins constitue 1’'un des problémes environnementaux majeurs par
son impact sur la biosphere et la santé humaine. Le milieu marin, largement exploité pour ses
richesses économiques (mariculture, péche,) et touristiques, subit de nombreuses pollutions
provenant de rejets directs (déversements de pétrole, effluents urbains et industriels...) et indirects

(apports fluviaux et atmosphériques) (Vikas et Dwarakish 2015).

Les substances xénobiotiques susceptibles de contaminer les eaux sont extrémement nombreuses
et diverses en raison des activités humaines multiples qui peuvent en étre la source. Les
hydrocarbures, et en particulier les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), sont
notamment considérés comme des contaminants prioritaires des écosystemes marins du fait de leur
faible solubilisation dans les milieux aqueux et leur adsorption aux particules solides. De plus, les
HAPs, présentent un risque toxicologique important méme a des faibles concentrations,

notamment par leurs proprietés mutagenes et cancérigénes (Duran et Cravo-Laureau, 2016).

Afin de préserver et de restaurer ’environnement et d’éliminer ces polluants, il est donc nécessaire
de développer des méthodes fiables et efficaces de dépollution. Les méthodes physiques et
chimiques sont appliquées afin d’immobiliser les hydrocarbures et de les détruire pour réduire
leurs impacts sur la santé et sur I’environnement (Azubuike et al., 2016). La plupart de ces
techniques sont cofiteuses et non respectucuses de I’environnement (Azubuike et al., 2016).
Toutefois, une approche biologique par bioremediation peut étre envisagée. Elle utilise le pouvoir
épurateur des microorganismes de I’environnement, et présente 1’avantage d’étre peu invasive et
moins onéreuse (Nikitha et al., 2017). Les recherches actuelles s’orientent vers 1’élimination des
hydrocarbures, incluant les HAPs, par des bioprocédés dont 1’intérét de ces nouvelles techniques
réside surtout dans I’aspect non polluant et I’absence de sous-produits chimiques. La
biodégradation par les populations naturelles de microorganismes est considérée comme le
mécanisme principal par lequel la plupart des polluants xénobiotiques, notamment les

hydrocarbures sont éliminés de I’environnement (Nikitha et al., 2017).
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Par ailleurs, I’addition des agents tensioactifs est une approche prometteuse pour augmenter la
biodégradation des hydrocarbures. Ces molécules peuvent augmenter la solubilisation et la
dispersion des hydrocarbures et modifier I'affinité entre la cellule microbienne et le composé
organique (Geetha et al., 2018). La plupart des surfactants commercialement disponibles sont
d'origine chimique et sont des produits dérivés du pétrole. lls présentent un risque pour
I'environnement car ils sont généralement toxiques et non biodégradables (Banat et al., 2000). De
ce fait, depuis plusieurs années et grace a I'essor de la biotechnologie, la production des tensioactifs
produits par les microorganismes suscite un grand intérét par les scientifiques. Ceci est dd
principalement aux avantages présentés par ces biomolécules par rapport a leurs homologues
chimiques, & savoir la biodégradabilité, la faible toxicité, I'efficacité dans des conditions extrémes
(pH, température et salinité) et la production en présence des ressources renouvelables (Makkar
et al., 2011). Les biosurfactants ont de nombreuses applications potentielles couvrant des
domaines tres variés tels que l'agroalimentaire, la cosmétique, la medecine, l'agriculture, les
détergents, la fabrication de textiles, le traitement des métaux, l'industrie pétroliere et la
bioremédiation de sites contaminés par les hydrocarbures, grace a leur capacité d'émulsification et
de solubilisation, etc... (Santos et al., 2016). Néanmoins, leurs colts élevés de production
soulignent la nécessité d'optimiser le processus de production pour permettre une éventuelle
application a I'échelle industrielle (Banat et al., 2014b). Les biosurfactants peuvent étre produits
sur des ressources agricoles et de déchets renouvelables, permettant non seulement une diminution
significative de colt de production, mais aussi une réduction des quantités des dechets a traiter

générés par diverses entreprises (Geetha et al., 2018).

Ce manuscrit fera appel, en premier lieu, a une synthése bibliographique dans laquelle on exposera
quatre chapitre les hydrocarbures, leur effet sur les milieux marins, la biodégradation par les
microorganismes, et la production de surfactants enfin en terminera avec une analyse de deux

articles scientifiques traitant la biodégradation des hydrocarbures par les champignons
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1 Les Hydrocarbures
Les hydrocarbures sont des composés organiques contenant seulement du carbone et de

I’hydrogéne et hautement insoluble dans I'eau, les hydrocarbures de faible poids moléculaire sont
gazeux, tandis que ceux d'un poids moléculaire plus élevé sont liquides, ou solides, a la
température ambiante (Michael et John, 2007). Le carbone et I'nydrogene peuvent former des
molécules saturées, linéaires ou cycliques, et parmi les molécules cycliques, certaines grace a un

type particulier d'instauration ont des propriétés particulieres qui les font classer a part.
(Manahan, 2007). On distingue donc trois types d’hydrocarbures :
1. Les hydrocarbures saturés a chaine ouverte ou cyclique.

2. Les hydrocarbures insaturés a double ou triple liaison et qui peuvent aussi étre cycliques ou

acycliques.
3. Les hydrocarbures aromatiques monocycliques ou polycycliques (Lefebore, 1986).

Les hydrocarbures regroupent différents produits pétroliers (pétrole brut, pétrole raffiné, kérosene,
essences, fuel, lubrifiants, huiles a moteurs (Jeannot et al, 200l). Les hydrocarbures aromatiques
constituent généralement |1 0% a 30% des hydrocarbures totaux du pétrole (Soltani, 2004). Les
hydrocarbures déversés dans I'environnement subissent une série de transformation aboutissant a
plus ou moins long terme a leur disparition totale ou partielle. Les transformations microbiennes
par les microorganismes sont a elles seules a l'origine de la disparition de la majeure partie des
hydrocarbures (Arris, 2008), car ces microorganismes, principalement les bactéries utilisent les
hydrocarbures comme substrats de croissance (Scriban, 1993). Chaque microorganisme utilise un
hydrocarbure dans un milieu spécifique. Chaque espéce a des exigences spécifiques : longueur de

chaine, ramification, insaturation (Pelmont, 2005).

1.1 Origine des hydrocarbures
Les rapides transformations chimiques et mécaniques du pétrole déversé dans 1’environnement

terrestre, du fait des mécanismes d’altération (évaporation, dissolution, photo oxydation,
biodégradation...), sont souvent un obstacle a la détermination de son origine. Par consequent, si
un pétrole ne peut étre rapidement analysé apres son introduction dans le milieu naturel, son
identification devient trés difficile (Bocard, 2006).

4
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Les hydrocarbures dans 1’environnement peuvent avoir plusieurs origines :

1.2 Les hydrocarbures fossiles
Proviennent de la décomposition d’une grande quantité de matiére organique. Ces hydrocarbures

se forment a partir de débris d’algues, de résidus de la faune marine et de plancton. Alors le
vieillissement, la température et la pression (qui s’exerce sur les fonds marins) transforment cette

substance organique en hydrocarbures (Bocard, 2006).

1.3 Les hydrocarbures actuels
Qui sont produits par des bactéries décomposant la matiére organique. Cette production a lieu

essentiellement dans les zones humides (tourbiéres, marais) et en quantité limitée. Le changement
climatique pourrait accroitre cette production dans les zones actuellement gelée et relacher de
grandes quantités de méthane dans I'atmosphére terrestre ce qui accentuerait dautant plus I'effet
de serre (Djerbaoui, 2011).

Les rejets industriels et urbains : qui sont les sources d’hydrocarbures pétroliers pyrolytiques
(Soltani, 2004).

1.4 Les différents types d’hydrocarbures

1.4.1 Les hydrocarbures aliphatiques ou n-alcanes
Les hydrocarbures aliphatiques sont constitués de chaines carbonées linéaires qui peuvent étre

saturées ou possede une ou plusieurs doubles ou triples liaisons (alcanes / alcénes / alcynes).

La famille des n-alcanes est généralement subdivisée en 2 sous-groupes : les n-alcanes legers
(chaine linéaire < 20 carbones) et les n-alcanes lourds (chaine linéaire > 20 carbones) (Bertrand
et Mille, 1989)

Parmi les hydrocarbures saturés on distingue :

1.4.2 Alcanes linéaires
Les alcanes linéaires (n-alcanes, CnH2n+2), dont la longueur de leur chaine (n) varie entre 7 et 40

constituent une des classes les plus abondantes (10 a 40 % des hydrocarbures totaux d'un brut
pétrolier) (figure 1) (Bertrand et Mille, 1989).
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Figure 1:Ensemble des hydrocarbures présents dans les pétroles bruts (Bertrand et Mille,
1989).

1.4.3 Alcanes ramifies
Les plus abondants sont les iso-alcanes (groupement méthyle en position 2) et les antéiso-alcanes

(groupement méthyle en position 3). On retrouve des poly-ramifiés tels que les isoprénoides
(Exemples : pristane (C19H40) et phytane (C20H42)), qui sont beaucoup moins nombreux (Tissot
et Welte, 1978 ; Nakajima et al., 1985).

1.4.4 Cycloalcanes

Les cycloalcanes renferment des composés cycliques (a 5 ou 6 atomes de carbone) saturés et le
plus souvent substitués. Quelques dérivés polycycliques sont aussi présents et certains d’entre eux
tels que les stéranes et les triterpeénes sont caractéristiques d’un pétrole brut. Cette famille peut
représenter entre 30 et 40 % des hydrocarbures totaux d’un pétrole brut. Appelés aussi cyclanes ;
ce sont des alcanes sur lesquels les carbones sont liés par des liaisons simples de maniére a former

un cycle (Dooley et al., 2014). Exemple : Cyclohexane (C6H12).

1.4.5 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques
Ce sont des molécules principalement formées par la condensation de cycles benzéniques.

Cette condensation peut étre linéaire (anthracene) ou bien angulaire (phénanthrene).

Certains auteurs ont méme subdivisé ce groupe d’HAP en deux catégories en fonction de la

disposition relative des cycles condensés. Ils ont ainsi défini les systémes kata-annelés et péri-
6
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condensés qui correspondent respectivement aux molécules dont le carbone tertiaire est engagé
dans une liaison entre deux cycles (anthracéne) et dans une liaison entre trois cycles (pyrene)
(Bjorseth et Becher, 1986). Cependant, bien que la plupart des molécules soient formées par
des réactions de condensation, certains HAP ont leurs cycles liés par les sommets ou méme

grace a des chaines aliphatiques (Arnaud, 1983).

2 Le pétrole
2.1 Origine

Le petrole est une roche liquide carbonée, ou huile minérale, constituée d'une multitude de
molécules composées majoritairement d'atomes de carbone et dhydrogéne appelés
hydrocarbures. Suite a la sédimentation de matiéres organiques végétales et animales et a leur
enfouissement sous d’autres couches sédimentaires. La décomposition de ces maticres
organiques provoque une perte d’oxygene dans le milieu induisant des réactions réductrices.

Puis, sous I’action combinée de la chaleur (60 °C) et de la pression (enfouissement d'environ

1 200 a 1 800 meétres), la transformation en hydrocarbures débute. Ce pétrole en formation est
moins dense que la roche qui I'entoure, il migre donc vers la surface. Si le pétrole est arréte dans
sa progression par des roches imperméables, il se concentre pour former des poches qui sont a
I’origine des réservoirs actuels (Tissot et Welte,1984).

2.2 Lacomposition chimique

Le pétrole brut est parmi les mélanges les plus complexes des composes organiques qui se
produisent sur la terre. Les progrés récents de la spectrométrie de masse a ultra-haute résolution
Ont permis d'identifier plus de 17 000 composants chimiques distincts et le terme de
pétroleomique est inventé pour exprimer cette complexité récemment découverte

(Hassanshahian et Cappello, 2013).

Les hydrocarbures pétroliers contiennent principalement des molécules composées d’atomes de
carbone et d’hydrogene. Il s’agit d’alcanes non cycliques (ou paraffines), des cycloalcanes (ou
naphténes), d’alcénes (ou oléfines) et d’hydrocarbures aromatiques (Harayama et al, 1999).
D’autres constituants mineurs sont également présents dans les hydrocarbures pétroliers, comme
des métaux et les composés polaires qui contiennent de 1’azote, du soufre ou de ’oxygéne. Les
molécules polaires de faible masse moléculaire sont appelées des résines, les plus lourdes étant

regroupées sous ’appellation d’asphalténes (Balba et al, 1998). La composition élémentaire

7
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des hydrocarbures pétroliers est présentée dans la (figure 2).
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Figure 2: Structure moléculaire de base des principaux hydrocarbures pétroliers (Colombano Et
al, 2008).

3  Pollution marine

La pollution marine est définie comme étant ’introduction par I’homme, directement ou

indirectement, de substances ou d’énergie dans le milieu marin occasionnant des effets néfastes

tels que des risques pour la santé humaine, des nuisances envers les ressources biologiques, une

altération de la qualité de I'eau de la mer, ainsi que des entraves aux activités maritimes (y compris

la péche) (Gesamp, 1989).

Un pourcentage de 80% de la pollution marine des océans est d’origine continentale, c'est-a-dire
qu’elle provient des activités humaines sur les continents et non pas des activités maritimes. Les
divers polluants sont entrainés par le cycle de I’eau des continents (ville, montagne...) vers les
océans par les cours d’eau (rivicres, fleuves) ou par les nappes phréatiques souterraines (Goeury
David, 2014).

3.1 Sources de la pollution marine

Les sources de pollution du milieu aquatique sont diverses. Ces pollutions peuvent étre d’origines
naturelle ou anthropique. Parmi les pollutions naturelles, on trouve les tempétes, les éruptions
volcaniques, ou les crues qui peuvent, par leur action de brassage, disperser et/ou remettre en
suspension des sols ou des sédiments contaminés. Quant aux pollutions d'origine anthropique,
elles présentent des causes trés multiples. 1l peut s'agir de pollutions chroniques, telle que la
dispersion de produits chimiques liée aux activités agricoles (produits phytosanitaires, feces,

8
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pesticides), industrielles, portuaires (hydrocarbures), ou de pollutions liées a la vie courante tels
que les effluents résiduaires, les produits pharmaceutiques et les gaz d'échappement. Il peut
également s'agir de pollutions accidentelles telles que les marées noires ou certaines catastrophes
nucléaires (Shahidul Islam et Tanaka, 2004). En effet, les hydrocarbures représentent une
importante source de pollution, notamment en cas d’accident pendant le transport par la mer ou
par fuite ou accident sur une plateforme pétroliere, sur une barge de stockage pétroliére, ou sur
un pipeline de transport sous-marin (Chalghmi, 2015).

3.2 Pollution physique

La pollution physique peut étre soit de nature mécanique, thermique ou radioactive. Une pollution
mécanique est due a une charge importante des eaux en éléments en suspension provenant
d'effluents industriels ou d'eaux usées de carriéres ou de chantiers divers. Une pollution thermique
quant a elle est causée par le rejet d'eaux chaudes provenant des centrales électriques des sources
thermales. La pollution par les agents radioactifs est pour sa part limitée par le contrdle strict
effectué dans les installations nucléaires ; toutefois, les risques demeurent dans certains hopitaux

face aux déchets d'utilisation des radioéléments (Potters, 2013).

3.3 Pollution chimique

L'immense majorité des nuisances est causee par ce type de rejets. Parmi lesquels, on distingue
ceux de nature minérale et les effluents organiques. La pollution a dominance minérale est
caractérisée par la présence d'éléments chimiques, tels que les phosphates, les nitrates, les nitrites,
les sulfates, I'ammoniaque, ou de substances non naturelles a toxicité immediate ou différée,
comme les pesticides, les métaux lourds, les détergents, qui s'accumulent dans les tissus des
organismes vivants (Richir et Gobert, 2016). Les premiers sont déversés dans le milieu
aquatique sous forme d'excédents d'engrais agricoles qui sont entrainés par le ruissellement, le
lessivage ou la lixiviation. Si leur charge devient élevée, on observe alors une forte multiplication
des populations algales débouchant a I'eutrophisation et au vieillissement précoce du cours d'eau
(Tuffery, 1980). Quant aux pesticides, aux métaux lourds et aux détergents, la réponse de leur
action sur les biocénoses reste liée a I'espéce. En effet, lorsque la concentration en ces toxiques

atteint ou dépasse la dose Iétale d'un taxon donné, celui-ci meurt.

La pollution organique a des origines multiples. Les sources principales sont les rejets des

agglomérations urbaines, les industries agro-alimentaires telles que les laiteries, les conserveries,
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les tanneries etc... (Tuffery, 1980). Les apports importants de matiéres organiques agissent sur
les organismes, sur la production des biocénoses et sur le vieillissement des plans d'eau.

3.4 Pollution biologique

I1 s'agit de I'introduction d’un ou des microorganismes (bactéries, champignons, virus) dans une
zone ou ils sont normalement absents et dans laquelle ils ont un impact non négligeable. Ces
microorganismes peuvent proliférer & leur arrivée dans le milieu marin et devenir envahissants,
tout en causant de multiples impacts sur le milieu naturel comme une compétition pour la
nourriture et la lumiéere avec les especes indigénes ainsi que la dispersion des toxines dans le
milieu naturel (Potters, 2013).

Cette pollution peut résulter du rejet, dans les eaux continentales ou littorales, d’une grande
variété de substances organiques fermentescibles d’origines multiples (effluents urbains,
industries, élevages, matiéres fécales...). Elle se traduit par une forte contamination
bactériologique et souléve, dans la plupart des cas, de vrais problémes d’hygiene dont la qualité
des eaux et la salubrité des plages (Mearns et al., 2018).

3.5 La Pollution Par Les Hydrocarbures

La pollution pétroliére avec ses constituants toxiques, tels que les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), est I’une des formes de pollution aquatique les plus visibles et les plus
dommageables. Pénétrant dans les milieux d’eau douce et marins par les égouts pluviaux, les
rejets industriels, 1’¢limination des déchets non traités et I’exploitation miniére, ainsi que par les
accidents de navigation et la navigation de plaisance, la pollution pétroliére cause des dommages
importants aux biotes aquatiques et a la péche cotiere. L’exposition au pétrole brut peut perturber
la fonction cardiaque et provoquer des malformations cardiaques chez les poissons en
développement. (Muncaster S.P. et al., 2016) L’exposition au pétrole et son ingestion peuvent
également endommager les systemes reproducteurs des poissons, modifier leur taux de croissance
et altérer leurs comportements. L’exposition aux déversements de pétrole peut causer une
immunodépression chez les poissons les rendant plus vulnérables aux agents pathogenes.
L’immunosuppression était évidente chez le hareng du Pacifique exposé au pétrole brut. (Matt
Landos et al 2021) Aprés des marées noires importantes, des especes importantes sur le plan
commercial comme les huitres, les crevettes et le thon peuvent subir un déclin de leur population

et devenir trop contaminées pour étre capturées et consommeées en toute sécurité.
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3.5.1 Devenir des hydrocarbures dans I’environnement marin

A la suite d’un déversement dans un milieu aquatique, sous I’influence de processus de transports
horizontaux et verticaux, les hydrocarbures vont se propager dans le milieu. Ils seront également
soumis a différents processus d’altération physique, chimique et biologique qui vont modifier
leur composition chimique et leurs propriétés physiques ainsi que leur devenir dans le milieu. Il
s’agit des processus d’évaporation, d’émulsification, de dispersion naturelle, de dissolution, de
photooxydation, de sedimentation, d’interaction avec des particules fines et de biodégradation
(Fingas, 2013).

3.5.1.1 Processus abiotiques

3.5.1.1.1 Evaporation

Lorsque déversés en mer ou sur la cote, I’évaporation est le processus de transformation le plus
important des hydrocarbures lors des deux premiers jours d’évolution de la nappe. Selon le type
de pétrole, elle peut affecter la quasi-totalité ou une partie insignifiante du petrole deversé. Elle
agit sur les fractions légeres et elle s’intensifie lorsque I’étalement des hydrocarbures est
important. L’agitation de la mer et des vents favorisent fortement 1’évaporation (Goeury Ceédric,

2012).
3.5.1.1.2 Transport de la nappe d’hydrocarbures

Le transport d’une nappe d’hydrocarbures est généralement induit par le courant, le vent, les
vagues et la diffusion turbulente. La vitesse d’étalement dépend du point d’écoulement et de la
viscosité. En effet, les hydrocarbures légers s’étaleront trés rapidement, quelle que soit la
température de la mer, alors que les hydrocarbures lourds s’étaleront plus lentement et resteront
épais plus longtemps, notamment dans les mers froides, qui constituent des environnements
réduisant la vitesse de dispersion (ANPE, 2012).

3.5.1.1.3 Photo-oxydation

La photooxydation, ou oxydation photochimique, est un processus d’altération des hydrocarbures
qui est modulé par différents facteurs, notamment le spectre et I’intensit¢ lumineuse du
rayonnement solaire, la composition chimique des hydrocarbures déversés et la teneur en
particules en suspension dans la colonne d’eau (Prince et al., 2003). Sous I’action du
rayonnement solaire, essentiellement les rayons UV, certains composés peuvent étre oxydés. Les
composés produits sont alors plus solubles que les composes initiaux et peuvent étre plus

toxiques. Les composés saturés ne sont pas affectés, mais la majorité des composés aromatiques
11
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sont convertis en résines ou en molécules polaires (Prince et al., 2003). Plus les composés

aromatiques sont alkylés, plus ils sont sujets a la photooxydation (Caldwell et al.,1998).

D’apres Fingas (2013), pour la plupart des hydrocarbures, le processus de photooxydation a peu

d’influence sur leur devenir ou I’évolution de leur masse a la suite d’un déversement.

La photo-oxydation sera plus rapide lorsque les hydrocarbures sont étalés en film mince
(Chalghmi, 2015).

3.5.1.1.4 Dissolution

La dissolution se produit rapidement apreés le déversement et affecte principalement les composés
aromatiques polaires et de faible poids moléculaire (Prince et al., 2003), c’est- a-dire
essentiellement les composes inférieurs a C15 (Mansuy et al., 1997).

Généralement, on estime qu’une tres faible partie de la masse d’hydrocarbure déversée va se
dissoudre dans I’eau, ainsi peu de modeles prennent ce phénoméne en compte. La présence de
sels minéraux contribue a réduire 1’espace limité disponible pour les molécules d’hydrocarbures.
En fait, plus I’eau de mer est salée (c’est le cas de la Méditerranée), plus la dissolution est faible

(Marchand et kantin, 1997).

Plusieurs facteurs environnementaux influent sur ce processus d’altération des hydrocarbures.
Ainsi, la dissolution prend plus de temps pour atteindre 1’équilibre lorsque les températures sont
plus basses (Faksness et al., 2008). La vitesse de dissolution des hydrocarbures peut étre
¢galement influencée par 1’étalement de la nappe, 1’épaisseur de la couche d’hydrocarbures et le
degré de dispersion de la nappe (ITOPF, 2012).

3.5.1.1.5 Emulsification

L’émulsification est un processus d’incorporation de gouttelettes d’eau dans les hydrocarbures
pétroliers. Ceci augmente le volume du produit déversé et modifie certaines propriétés physiques
des hydrocarbures, telles que la densité et la viscosité. Pour que le produit obtenu soit appelé «

émulsion », il doit avoir une certaine stabilité (Fingas, 2013).

Deux types d’émulsions peuvent se former : eau-dans-huile appelée "mousse au chocolat™ et

huile-dans-eau (Figure 3).

12
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Emulsion huile dans I'eau

m - « mousse au chocolat »
Figure 3: Les émulsions formées par le pétrole dans I’eau de mer (D’aprés Bertrand et al.,
2012)

Les émulsions eau-dans-huile sont constituées par des hydrocarbures de haut poids moléculaires.
Ces émulsions difficilement dégradables sont les précurseurs des résidus goudronneux retrouvés
sur les plages. Leur formation et leur stabilisation dépendent essentiellement de la composition
chimique du pétrole et en particulier d’une teneur élevée en composés polaires, en résines et en
asphalténes. Elles sont tres stables, leur dégradation est alors considérablement ralentie et elles

sont extrémement dommageables pour les zones cotieres qui sont impactées (Asia, 2012).

Les émulsions huile dans eau, quant a elles facilitent 1’élimination des hydrocarbures, leur

formation est favorisée par la présence de substances tensioactives naturelles.

Parallelement, la biodégradation s’accompagne d’une production de substances émulsifiantes
(biosurfactants) qui vont favoriser la dispersion/dissolution (Asia, 2012).

3.5.1.1.6 Sédimentation

La sedimentation est le passage du pétrole de la surface vers le fond. Ce phénomene concerne les
résidus goudronneux constitués de la fraction pétroliere la plus lourde et dont la densité est
supérieure a celle de I’eau de mer. Les hydrocarbures adsorbés préférentiellement sur les
particules en suspension sont entrainés gravitairement vers le sédiment marin. Ce phénomene est

d’ailleurs capital en termes d’exportation de la surface vers le fond, notamment en eau océanique

profonde (Dachs et al., 2002 ; Deyme, 2011).

La sédimentation conduit a la constitution d’agrégats de haute densité difficilement dégradable

par voie naturelle (Morgan et Watkinson, 1989 ; Mazouz et Smail, 1996).
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3.5.1.2 Processus biologique
3.5.1.2.1 Biodégradation

La biodégradation est I’ensemble des mécanismes de transformation d’un contaminant en
différents sous-produits par I’action des micro-organismes. Ce phénomeéne peut s’effectuer a
n’importe quel milieu (sol, eau), ainsi que dans différentes phases du polluant (liquide, solide,
gazeuse) (Lecomte, 1995).

3.5.1.2.1.1 La biodégradation des hydrocarbures

L’utilisation de méthodes biologiques dans la dépollution des zones contaminées par les
hydrocarbures se basant sur le phénomeéne de la biodégradation par les micro- organismes appelés
hydrocarbonoclastes a été mise en évidence des 1946 par ZoBell. Depuis cette date, le nombre

d’espéces bactériennes identifiées possédant cette propriété n’a cessé d’augmenter (Soltani,

2004).

Les bactéries marines ont évolué¢ pour produire des enzymes leur permettant d’utiliser les
hydrocarbures issus des pétroles bruts comme source de carbone et d’énergie (Haritash et
Kaushik, 2009). On parle alors de la bioremédiation qui peut étre définie comme un processus
d’ingénierie qui utilise des mécanismes biochimiques des organismes pour dégrader les polluants
environnementaux, et les transformer en produits finaux moins complexes, tels que le dioxyde de
carbone (CO2) et de I’eau (H20) (Gillespie et Philp, 2013). A travers ce processus naturel, la
majorité des hydrocarbures issus d’un déversement se biodégradent, 1’énergie et les matériaux

qu’ils contiennent étant alors intégrés a la chaine alimentaire (Head et al., 2006).

La dégradation requiert un niveau approprié¢ d’oxygeéne, des nutriments et des oligo-éléments ;
sa vitesse dépend principalement du rapport entre la surface et le volume d’hydrocarbure. Ainsi
les gouttelettes finement dispersées se dégraderont rapidement alors qu’une nappe épaisse ou une
flaque d’hydrocarbure sur la cote se dégradera plus lentement. Les grosses molécules
d’hydrocarbures ne sont pas facilement biodégradables et peuvent persister pendant plusieurs
années ; elles comprennent en outre certains HAPs qui peuvent s’avérer toxiques mais présentent
un niveau faible de solubilité dans I’eau et donc un niveau tres réduit de disponibilité biologique.
Certains des hydrocarbures les plus lourds, comme les asphalténes sont si résistants a la
biodégradation qu’une plaque bitumeuse, bien qu’inerte, est susceptible de persister pendant des

centaines d’années (Haritash et Kaushik, 2009).

14



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les bactéries sont les principaux dégradeurs d’hydrocarbures dans le milieu marin (Leahy et
Colwell, 1990). Seules les archées halophiles des genres Haloferax, Halobacterium Halococcus
et Haloarcula, ont été identifiées comme capables de dégrader des hydrocarbures (Al-Mailem et
al., 2010, Tapilatu et al., 2010). Chez les eucaryotes, plus de 140 genres de champignons,
lignolytiques et non lignolytiques, sont capables de dégrader les hydrocarbures, mais pas comme
source unique de carbone (Cerniglia et Sutherland, 2010). Certaines levures ainsi que des
champignons filamenteux ont un role dans la dégradation des hydrocarbures en milieu cotier
(Jeanbille et al., 2016).

Pour les bactéries, on compte en tout plus de 175 genres qui comportent des isolats capables de
dégrader les hydrocarbures (Prince et al., 2010). Ces genres sont répartis dans les phyla des
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, et

Proteobacteria. La majorité des bactéries qui dégradent les hydrocarbures décrite actuellement

Appartiennent aux Proteobacteéries. Ils appartiennent pour la plupart aux Gammaprotéobactéries
(Marinobacter,  Alkalinovorax,  Oleispira, Oleiphilus, Antarctica, Thalassolituus;
Neptunomonas, Cycloclasticus) (Head et al., 2006).

Le tableau 1, ci-dessous présente quelques exemples des souches bactériennes isolées a partir du
milieu marin et ayant des capacités biodégradatives des hydrocarbures. Ces souches ont été
identifiees aux différents genres tels que : Bacillus, Marinobacter, Cycloclasticus, Pseudomonas,
Rhodococcus, Oleispira, Alcanivorax. (Tableau 1).

Tableau 1: Exemples des souches bactériennes marines capables de dégrader des hydrocarbures.

Espéces bactériennes Souches Hydrocarbures Réferences
Alcanivorax borkumensis SK2 Alcanes Schneiker et al., 2006
Bacillus subtilis LB1 B; T, E, X, Wang et al., 2008
Bacillus mojavenis JB5 B; T Wang Lin et al., 2008
Cycloclasticus spirillensus P1 NAP; FL; PHE; ANT; FLU; PYR; Wang et al., 2008
PB
Marinobacter sp. NCE312 NAP, 1-MN, 2-MN Hedlund et al., 2001
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Marinobacter SdK644 NAP; ANT; PYR; C16; PB Zenati et al., 2018
hydrocarbonoclasticus SP17 C14; C16; C19; C20; C21; PHE Gauthier et al., 1992
Marinobacter
hydrocarbonoclasticus
Oleispira antarctica RB8 C10-C18 Yakimov et al., 2003
Pseudomonas stutzeri LE9 B;T;E, X Wang et al., 2008
Rhodococcus rhdochrous LE2 B;T;E, X Wang et al., 2008

B : Benzéne ; T : Toluene ; E : Ethylbenzéne ; X : Xylénes ; NAP : Naphtaléne ; FL : Fluorene
; PHE : Phénanthrene, ANT : Anthracene ; FLU : Fluoranthéne, PYR : Pyrene ; PB : Pétrole
brut ; 1-MN : 1-méthylnaphthaléne ; 2-MN : 2-méthylnaphthaléne ; C10 : Décane ; C14 :

Tetradécane; C16: Hexadécane; C18: Octadécane; C19: Pristane; C20: Eicosane;

C21:Heneicosane.La biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes est considerée

comme le processus principal d’élimination de ces contaminants (Haritash et Kaushik, 2009).

Un schéma général de la biodégradation des hydrocarbures par les microorganismes en

condition aérobie, a été proposé par (Das et Chandran, 2011) (Fig. 4).
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Figure 4: Mécanisme géneral de biodégradation aerobie des hydrocarbures par les
microorganismes (Das et Chandran,2011).

L’attaque initiale est effectuée par I’incorporation d’oxygéne, clé de la réaction enzymatique
catalysée par des oxygénases et des peroxydases. Par la suite, les voies périphériques de
biodégradation convertissent les hydrocarbures étape par étape en intermédiaires du catabolisme,
a l'aide par exemple du cycle des acides tricarboxyliques (TCA ou cycle de Krebs). Les
métabolites comme 1’acétyl-CoA, le pyruvate ou le succinate sont utilisés comme des précurseurs
pour la biosynthése de molécules pour la biomasse de la cellule. Les sucres nécessaires a de
nombreuses biosyntheéses et a la croissance sont produits par la glycogénese (Das et Chandran,
2011).

4  Impacts des déversements d’hydrocarbures sur la vie marine

En milieu marin tous les niveaux trophiques sont vulnérables a la contamination par les
hydrocarbures commencant des planctons aux mammiferes marins. Les organismes
planctoniques sont relativement sensibles aux effets toxiques d’une exposition aux
hydrocarbures, en particulier aux fractions solubles dans l'eau et aux petites gouttelettes
d’hydrocarbures. En effet, des études de laboratoire ont décrit un large éventail d'effets aigués,

chroniques et sublétaux sur diverses espéces et a divers stades de vie. Cependant, la plupart des
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études sur les communautés planctoniques naturelles en mer ont permis de mettre en évidence un
retour rapide a des densités et des compositions de communauté normales, une fois que les

concentrations en hydrocarbures dans l'eau sont revenues a un niveau normal (ITOPF, 2011).

Les mollusques et les crustacés de mer (moule, crabe, crevette, huitre) sont les plus susceptibles
d’accumuler les hydrocarbures a cause de leur mode de vie. Les crustacés qui se nourrissent de
détritus ou de particules en suspension seront affectés par perturbation de leur taux de
reproduction (réduction du taux d’éclosion) ou leurs habitudes alimentaires. Par contre, les
huitres accumulent moins d’hydrocarbures que les moules, car elles sont capables de se fermer
pendant des périodes assez longues une fois soumises a I’agression d’un agent chimique toxique.

Les moules, par contre, ne peuvent pas empécher les polluants de pénétrer (Chalghmi, 2015).

Les hydrocarbures peuvent affecter également les oiseaux via trois voies de contamination : Par
le contact direct avec les plumes, qui peut conduire a I’hypothermie et réduire leur capacité a se
déplacer ou s’alimenter ; par I’ingestion d’hydrocarbures lors du lissage ou de la consommation
d’aliments contaminés ; ou par le transfert de la contamination aux ceufs ou aux jeunes pouvant

réduire le taux de survie (Anderson et al., 2006).

5 Biodegradation des HAPs

Un grand nombre des bactéries, champignons et algues ont la capacité de dégrader les
hydrocarbures et ces biodégradations peuvent étre faites soit par des souches pures, soit par des
consortia de microorganismes. Les champignons hydroxylent les HAPs en vue de leur
détoxification, tandis que les bactéries oxydent les HAPs pour assimiler leur carbone (Cerniglia,
1993). Les différentes voies de dégradation microbienne des HAPS sont présentées sur la figure
5.
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Figure 5: Les différentes voies de dégradation microbienne des HAPs (Cerniglia, 1993).

5.1 Biodégradation des HAPs par les bactéries

La dégradation bactérienne aérobie des HAPs est initiée généralement par 1’action d’une
dioxygénase (incorporation de deux atomes d’oxygene) qui attaque un des noyaux aromatiques
conduisant a la formation d’un cis-dihydrodiol (Figure 5). Ce dernier est ensuite déshydraté en
catéchol, un intermédiaire central de la biodégradation aérobie des composés aromatiques, qui va
subir le clivage du noyau aromatique. Cette ouverture se passe entre les deux groupements
hydroxyles (ortho-fission) ou entre un carbone hydroxylé et un carbone non substitué (méta-
fission) et va aboutir a la formation de composés simples (succinate, pyruvate) pouvant entrer
dans le métabolisme central des bactéries. Cette biodégradation directe a lieu pour les HAPs de
faible poids moléculaire. Cependant, peu de bactéries peuvent utiliser les HAPs de masse
moléculaire élevée comme unique source de carbone et d’énergie. Ainsi, la biodégradation des
HAPs de haute masse moléculaire se fait généralement par co- métabolisme (Fang et al., 2013).
Dans ce cas, les bactéries utilisent un substrat structurellement proche aux HAPs de haut poids
moléculaire (par exemple, un HAP ayant une faible masse moléculaire) pour leur croissance.
Parallelement, les enzymes non spécifiques produites sont donc impliquées dans la dégradation

des HAPs a haute masse moléculaire (Johnsen et al., 2005). Dans le cas des cultures mixtes, des
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intermédiaires métaboliques peuvent étre dégradés par d’autres souches présentes. A noter que
quelques bactéries, comme Mycobacterium sp. Peuvent aussi deégrader les HAPs par
I’intermédiaire de monooxygénases a cytochrome P450 en formant des trans-dihydrodiols de

maniére similaire aux champignons non lignolytiques (Fig. 5) (Rehmann et al., 1998).

Les genes codant pour les enzymes impliquées dans les différentes étapes métaboliques de la
dégradation bactérienne aérobie des HAPs, ont été décrits pour une large gamme de bactéries a
Gram négatif et positif (Cébron et al., 2008). L'étape initiale du métabolisme des HAPs se
produit généralement par l'incorporation d'oxygéne moléculaire dans le noyau aromatique par un
systeme enzymatique multicomposant « les aréne-dioxygénases » (ring- hydroxylating
dioxygenases ou RHD), générant des cis-dihydrodiols (Cébron et al., 2008).

Ce complexe enzymatique est composé d’une ferrédoxine réductase, d’une ferrédoxine et de la
dioxygénase proprement dite. La composante dioxygénase (appelée aussi ISP pour iron sulfur
protein) est souvent un hétérohexamere constitué de trois sous-unités o et de trois sous-unités f3.
Chaque sous-unité a comporte un centre [2Fe-2S] de type Rieske, ainsi qu’un atome de fer
mononucléaire au site catalytique. Peu d’informations sont disponibles sur le role de la sous-unité
B. L’hydroxylation du substrat est rendu possible grace a I’activation de I’oxygéne par une
réduction a deux électrons : le NADH (ou parfois le NADPH) cede deux électrons a la réductase
(RED) qui les transmet un par un a la ferrédoxine (FER). Cette derniere les transporte alors a la
dioxygénase (ISPafd) qui catalyse ainsi la réaction de dihydroxylation (Haddock et Gibson,
1995)

5.2 Biodégradation des HAPs par les champignons

Les champignons possedent, généralement, des vitesses de croissance et de dégradation moins
rapides que celles des bactéries. Les voies de dégradation des HAPs chez les champignons non
lignolytiques (généralement majoritaires) et les champignons lignolytiques (connus sous le terme
de pourriture blanche) sont différentes. Au moins deux mécanismes sont appliqués dans la
biodégradation des HAPs par les champignons : 1’un fait intervenir le systéme enzymatique du
cytochrome P450 et 1’autre utilise les enzymes solubles extracellulaires du catabolisme de la

lignine (les laccases et les peroxydases) (Tortella et al., 2005).

Chez les champignons non-lignolytiques, la premiére étape de biodégradation consiste en une

oxydation du HAP par le systéme enzymatique du cytochrome P450 (incorporation d’un seul
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atome d’oxygene par la monooxygénase), conduisant a la formation d’un oxyde d’aréne. Celui-
ci subit ensuite une réaction d’hydratation catalysée par des époxydes hydrolases, pour former
des trans-dihydrodiols. L’oxyde d’aréne peut également étre transformé en dérivé phénolique par
un réarrangement non enzymatique. Ce dérivé phénolique peut ensuite servir de substrat pour des
réactions de sulfatation, de méthylation ou de conjugaison avec un glucose, une xylose ou un

acide glucuronique (Cerniglia, 1993).

Les champignons lignolytiques sont capables de secréter par voie extracellulaire des enzymes
impliquées dans la dégradation de la lignine et de la cellulose : les laccases et les péroxydases.
Ces enzymes sont responsables de la capacité des champignons a dégrader des composes toxiques
complexes ayant des poids moléculaires elevés, tels que les hydrocarbures aromatiques
polycycliques, avec la formation de quinones et d’acides aromatiques (Colombo et al., 1996).
5.3 Biodégradation des HAPs par les algues

Les algues photo-autotrophes oxydent les HAPs pour former des intermediaires hydroxyles
(Labana et al., 2007). 1l existe tres peu d’information sur la biodégradation des HAPs par les
algues et sur les enzymes impliquées. La capacité de quatre especes de microoalgues Selenastrum
capricornutum, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus platydiscus et Chlorella vulgaris a
dégrader le fluoranthéne (1 mg/l), le pyrene (1 mg/l) et leur mélange (chacun a 0,5 mg/l), a été
montrée (Lei et al., 2007). Cependant, ni I’indentification de métabolites, ni la mesure des
activités enzymatiques, n’a été effectuée dans cette étude. La biotransformation du
benzo(a)pyréne par les algues Chara (Chara aspera), les algues vertes (Cladophora glomerata
et Enteromorpha intestinalis), brunes (Chorda filum et Fucus vesiculosus) et rouges (Furcellaria
lumbricalis), a été également étudiée (Kirso et Irha, 1998). Il a été montré que leurs systemes
enzymatiques les plus importants impliqués dans la détoxification du benzo(a)pyréne étaient 1’0-
diphénoloxidase, le cytochrome P450 et une péroxydase (Kirso et Irha, 1998). Par ailleurs, il a
été montré que Selenastrum capricornutum métabolise le benzo(a)pyréne en cis-dihydrodiol par

I’intermédiaire de systéme enzymatique dioxygénase (Warshawsky et al., 1995).

6 Facteurs physiques et chimiques affectant la biodégradation des hydrocarbures
La biodégradation des hydrocarbures est 'un des premiers mécanismes conduisant a la
transformation de ces polluants en produits moins toxiques. Les travaux de recherche sur

I’oxydation des hydrocarbures par les micro-organismes ont montré que ce processus dépend de
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la structure chimique des hydrocarbures et des conditions environnementales. Les facteurs
physico-chimiques influant sur la vitesse de biodégradation microbienne sont : la température,
I’oxygeéne disponible, le pH, la salinité, les éléments nutritifs, I’osmose et la pression

hydrostatique (Figure 6) (Atlas, 1981 ; Leahy et Colwell, 1990).
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Figure 6: Facteurs affectant I’efficacité de biodégradation (Stauffert, 2011).

7 Surfactants

Un agent de surface ou tensioactif ou surfactant est une substance capable de modifier la tension
superficielle entre deux surfaces. Les composés tensioactifs sont des molécules amphiphiles
composées de deux domaines de polarités différentes : 1'un hydrophile et polaire (affinité pour
I'eau) et un autre hydrophobe et apolaire (affinité pour les lipides) (Morelli et Szajer, 2000). Ces
composés ont la propriété de se concentrer et de s'agréger aux interfaces afin d’abaisser les tensions
de surface (interfaces liquide/gas) et les tensions interfaciales (liquide/solide ou liquide/liquide),
tout en réduisant les forces répulsives entre deux phases différentes qui a leur tour se mélangent et
s'interagissent plus facilement (Desai et Banat, 1997). En effet, aux interfaces eau-matiére grasse,
par exemple, les surfactants concentrent leur partie lipophile, comprenant généralement des acides
gras saturés, insaturés ou hydrocarbonés dans le corps gras. Leur partie hydrophile, constituée par

un acide aminé ou un peptide, des anions ou des cations, des mono-di-ou polysaccharides,
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s'immergent dans I'eau. Ces agrégats de molécules tensioactives ainsi formés s'appellent des

micelles (Desai et Banat, 1997).

Les tensioactifs sont classés selon la nature de leur téte polaire en quatre grandes familles : les
tensioactifs cationiques chargés positivement, les anioniques dont la téte polaire est chargée
négativement, les amphoteres possédant a la fois une charge négative et une charge positive et les

non-ioniques. (Shekhar et al., 2015)

Les surfactants sont parfois dénommeés selon la fonction qu'ils remplissent : détergents, agents
dispersants, agents de solubilisation, agents mouillants, agents émulsifiants et agents moussants
(Santos et al., 2016).

Les caractéristiques physico-chimiques qui définissent un agent tensioactif sont sa capacité a
augmenter la solubilité des composes hydrophobes dans Il'eau pour former des eémulsions
d'hydrocarbures avec l'eau, et réduire la tension de surface (Dessai et Banat, 1997). Plus la
concentration de surfactant en solution est élevée, plus la tension de surface est réduite. Toutefois,
a une certaine concentration de surfactants, la tension de surface atteint une valeur minimale
constante, connue comme la concentration micellaire critique (CMC), qui est la concentration en
tensioactif dans un milieu au-dessus de laquelle des micelles se forment spontanément (Fig. 7)
(Santos et al., 2016).

Tension de surface

Concentration en tensioactif

Figure 7: Tension superficielle en fonction de la concentration en agent tensioactif chimique Ou
naturel, et détermination de la CMC (Santos et al., 2016).
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La production mondiale actuelle de surfactants chimiques se chiffre & plus de 18 millions de
tonnes par année (Marketsandarkets, 2016). Les tensioactifs synthétiques sont des produits
dérivés du pétrole et présentent 95% du marché international des surfactants en 2012
(Marketsandarkets, 2016). lls présentent un risque pourl'environnement car ils sont toxiques et
non biodégradables (Santos et al., 2016). C'est pour cette raison, et depuis plusieurs années, que
les scientifiques se sont intéressés a des surfactants produits par des organismes vivants : les
tensioactifs biologiques ou biosurfactants. Les biotensioactifs possedent les mémes propriétés
tensioactives que leurs homologues chimiques, mais ont ’avantage d’étre biodégradables, non

ou faiblement toxiques (Sriram et al., 2011).

8 Biosurfactants

Les biosurfactants sont un groupe hétérogéne de molécules tensioactives et
amphiphiles produits généralement par des organismes vivants a savoir les bactéries, les
champignons et les levures (Marchant et Banat, 2012). La plupart des biosurfactants sont des
agents extracellulaires. Ils sont excretes par les microorganismes en croissance dans le milieu de
culture a la suite de leur biosynthese (Salihu et al., 2009). Par ailleurs, on peut trouver des
biosurfactants intacellulaires (Padmapriya et al., 2013). Dans d’autres cas, les biosurfactants
peuvent rester adherés a la membrane cellulaire suite a leur synthése et la cellule, elle-méme, peut
jouer le role de biosurfactant (Maneerat et Phetrong, 2007 ; Muthusamy et al., 2008).

8.1 Propriétés

En comparaison avec leurs équivalents chimiques de synthese, les biosurfactants présentent de
nombreux avantages. Ils sont respectueux de I’environnement, moins toxiques et biodégradables.
IIs sont doués des activités anti-microbienne, anti-virale, anti-tumorale, anti-adhésive, anti-
biofilm, etc... Certains peuvent étre actifs a des pH, des températures et des salinités extrémes
(Santos et al., 2016).

Les principales caractéristiques des surfactants dérivés des microorganismes sont discutées ci-

dessous :

e Activité de surface et d’interface : Le tensioactif aide a réduire la tension

superficielle et la tension interfaciale. Des biosurfactants sont plus efficaces que les
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tensioactifs chimiques en raison de leur faible CMC (Desai et Banat, 1997) ;

e Tolérance a la température, au pH et a la salinité : La plupart des biotensioactifs
sont résistants aux facteurs environnementaux extrémes tels que la température, la
salinité et le pH (Banat et al., 2000) ;

e Biodégradabilité : Ils sont facilement dégradés par les bactéries et autres
organismes microscopiques ; par consequent, ils ne posent pas beaucoup de menace

pour I'environnement (Mohan et al., 2006) ;

e Faible toxicité : Bien que peu de recherches soient disponibles dans le sujet de la
toxicité des biosurfactants, ces biomolécules sont généralement considérées comme
des produits non ou faiblement toxiques et sont appropriées pour les utilisations

pharmaceutiques, cosmeétiques et alimentaires (Vijayakumar et Saravanan, 2015)

e Disponibilité des matiéres premieres : Les biosurfactants peuvent étre produits a
partir de déchets renouvelables et des sous-produits utilisés comme sources de
carbone. Cette caractéristique rend la production de biosurfactants économique et
permet 1’utilisation des déchets en les valorisant et en réduisant leur effet polluant
en méme temps permettant une diminution significative du codt de la production
(Banat et al., 2000) ;

e Autres avantages : Les biosurfactants sont caractérises par leur biocompatibilité et
leur digestibilité, ce qui garantit leur application dans des produits alimentaires et
des produits cosmétiques (Santos et al., 2016).
8.2 Classification
On distingue sept classes de biosurfactants selon la structure chimique : les glycolipides, les
lipopeptides, les acides gras, les phospholipides, les lipides neutres, les tensioactifs polymériques
et les surfactants particuliers (Santos et al., 2016).
8.2.1 Les glycolipides
Ils sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une longue chaine d'acides
aliphatiqgues ou d'acides hydroxyaliphatiques. Les rhamnolipides, les tréhalolipides et les

sophorolipides sont les glycolipides les plus étudiés (Rosenberg et Ron, 1999).

25



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

8.2.1.1 Les rhamnolipides

Les rhamnolipides sont des molécules amphiphiles qui possédent d’excellentes propriétés
tensioactives et qui ont été exhaustivement étudiés depuis leur découverte par Jarvis et Johson,
1949. Ils sont produits principalement par ’espéce Pseudomonas aeruginosa (Abdel-Mawgoud
et al., 2010). Leur composition est dominée par la présence d’une combinaison di-rhamnolipide
de L-rhamnopyranosyl-L-rhamnopyranosyl-hydroxydécanoyl- hydroxydécanoate (Rha-Rha-
C10-C10) et L-rhamnopyranosyl-L-rhamnopyranosyl- hydroxydécanoate (Rha-Rha-C10), ainsi
que leur congénéres mono-rhamnolipide (Rha- C10- C10). Des techniques analytiques ont
conduit a la découverte d’autre congénéres et homologues de nature rhamnolipidique (environ
60) moins abondants, produits a différentes concentrations par cette espece de P. aeruginosa
(Abdel-Mawgoud et al., 2010).

Les rhamnolipides sont principalement produits par Pseudomonas aeruginosa. Toutefois,
d'autres microorganismes tels que P. chlororaphis, P. plantarii, P. putida, P. fuorescens et
Burkholderia thailandensis ont été également décrits pour leur capacité a produire ces
biomolécules. Le tableau 2 ci-dessous, présente les principales souches isolées capable de

synthéstiser des rhamnolipides, en indiquant la source de carbone utilisée (Chong et Li, 2017).
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Tableau 2: Exemples des souches bactériennes produisant des rhamnolipides, en utilisant
différentes sources de carbone (Chong et Li, 2017).

Microorganisme

Source de carbone

Références

Pseudomonas aeruginosa PAO1

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

Muller et al., 2011.

Pseudomonas chlororaphis NRRL B-
30761

Glucose (2%, m/v)

Gunther et al., 2005

Pseudomonas fuorescens HW-6

Hexadécane (1,5%, m/v)

Vasileva-Tonkova et
al., 2006

Pseudomonas indica MTCC 3714

Son de riz + son de riz déshuilé + glucose
(4%, miv)

Abouseoud et al., 2008

Pseudomonas luteola B17

Mélasse (5%, m/v)

Onbaslil et al., 2009

Pseudomonas putida B12

Mélasse (5%, m/v)

Onbaslil et al., 2009

Pseudomonas nitroreducens

Glucose (4%, m/v)

Onwosi et al., 2012

Pseudomonas stutzeri

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

Singh et al., 2013

Burkholderia glumae

Huile de canola (2%, m/v)

Costa et al., 2011

Burkholderia kururiensis KP23"

Glycérol (3%, m/v)

Tavares et al., 2013

Burkholderia plantarii DSM 9509"

Glucose (1%, v/v)

Hormann et al., 2010

Burkholderia pseudomallei NCTC
10274

Glycérol (4%, v/v)

Haussler et al, 1998

Acinetobacter sp. YC-X 2

n-hexadécane (0,186%, m/v)

Chenet al., 2012

Enterobacter asburiae NRRL B-59189

Citrate de sodium (2%, m/v)

Rooney et al., 2009

Nocardioides sp. A-8

n-paraffine (2%, v/v)

Vasileva-Tonkova et
al., 2005

Pantoea stewartii

Glycérol (1%, v/v)

Rooney et al., 2009

Pseudoxanthomonas sp. PNK-04

Mannitol (2%, m/v)

Nayak et al., 2009

Renibacterium salmoninarum 27BN

n-hexadécane (2%, m/v)

Christova et al., 2004

Serriatia rubidaeca SNAUO02

Mannitol (2,931%, m/v)

Nalini et al., 2013

Streptomyces sp. ISP2-49F

Glucose (0,4%, m/v)

Yan et al., 2014

Tetragenococcus koreensis sp. nov.

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

Lee et al., 2005

Thermus aquaticus CCM 3488

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

Rezanka et al., 2011

Meiothermus ruber CCM 2842

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

Rezanka et al., 2011

8.2.1.2 Les sophorolipides

Les sophorolipides (SLP) sont des glycolipides produits principalement par certaines levures

appartenant au genre Candida (Cortés-Sanchez et al., 2013). Parmi les microorganismes

(champignons) qui ont été identifiés comme des producteurs des sophorolipides, on peut citer :

Candida bombicola, Candida batistae, Candida floricola, Candida riodocensis, Candida rugosa,
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Candida kuoi, Candida stellata, Candida apicola, Rhodotorula bogoriensis, Cyberlindnera
samutprakarnensis, Torulopsis gropengiesseri, Torulopsis petrophilum et Wickerhamiella
domercqgiae (de Oliviera et al., 2015). Parmi ces espéces, Candida bombicola se distingue
comme la levure productrice de SLP la plus étudiée, avec un rendement et une productivité les
plus élevés (de Oliviera et al., 2015). Ses sophorolipides purifiés sont caractérisés par une
diminution de la tension de surface de 1’eau ultra-pure (73 mN/m) a 33 mN/m et une diminution
de la tension interfaciale n- hexadécane/eau de 40 a 5 mN/m (Abdel-mawgoud et al., 2008 ;
Diaz De Rienzo et al., 2015). Ces glycolipides sont constitués d’un dimére d’hydrate de carbone
sophorose (2-O-B-D- glucopyranosyl-p-D-glucopyranose), lié a un acide gras hydroxylé a longue
chaine a travers une liaison glycosidique. Les sophorolipides possédent des applications
médicales vu leurs propriétés anti-microbiennes et anti-cancérigénes remarquables (Callaghan
et al., 2016). lls sont également appliqués dans des autres domaines tels que I’agronomie, la
cosmétologie, les industries agroalimentaires et 1’environnement (de Oliviera et al., 2015).
8.2.1.3 Les lipides mannosylerythrioles (LME) et les lipides a tréhalose

Les lipides mannosylerythrioles (LME), qui sont des glycolipides de levures, sont produits par
Pseudozyma antarctica apres croissance sur des huiles végétales, comme I’huile de soja (Lang,
2002). Les lipides a tréhalose sont produits par des espéces de Mycobacterium, Nocardia,
Corynebacterium, Arthrobacter et Rhodococcus. Ces biomolécules purifiées sont caractérisées
par une diminution de la tension de surface de I’eau ultrapure a 25 mN/m (Vijayakumar et
Saravanan, 2015).

8.2.2 Les lipopeptides

Les lipopeptides sont des molécules amphiphiles composés d’un cycle peptidique attaché a une
chaine d’acide gras. La synthese des lipopeptides est effectuée par une voie indépendante du
ribosome, en utilisant de grands complexes multi-enzymatiques appelés synthétases ou « Non
Ribosomal Peptides Synthétase (NRPS) ». Ce sont des enzymes remarquables par leur masse
élevée (5.106 Da) et organisées en modules. Elles représentent a la fois la matrice et jouent un
role comparable a celui de ’ARNm dans la voie classique, mais aussi dans la machinerie
biosynthétique, une fonction réalisée par les ARNt et les ribosomes au sein de la synthése

protéique classique (Ongena et Jacques, 2008).

Les lipopeptides peuvent étre linéaires ou bien cycliques, en se basant a la topologie de la chaine
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peptidique. Les polymyxines, la daptomycine, la surfactine, I’iturine, la fengycine, la lichenysine,
la paenibactérine, et la pseudofactine sont des lipopeptides cycliques (Patel et al., 2015). La
tridecaptine Al, la tridecaptine B1, les gageostatines A et C sont tous des exemples des

lipopeptides linéaires (Patel el al. 2015).

Ces lipopeptides cycliques sont synthétisés par de nombreuses espéces a Gram positif, telles que
Bacillus, Lactobacillus et Streptomyces. Certaines especes a Gram négatif, y compris
Pseudomonas et Serratia, sont également connues par leur production des lipopeptides (Henkel
etal., 2017). Le genre Bacillus est connu comme le producteur le plus populaire et le plus efficace
des lipopeptides, et en particulier : les surfactines, les iturines et les fengycines, différentes en
fonction de leur séquence d'acides aminés (de Franca et al., 2015).

8.2.2.1 Les surfactines

La surfactine est ’'un des biotensioactifs le plus intéressant et le plus étudié en raison de son
efficacité remarquable avec une capacité de diminuer la tension de surface de I’eau ultra- pure de
72 a 27 mN/m, ainsi que des activités anti-microbienne, anti-virale et anti-tumorale importantes
(de Franca et al., 2015 ; Reis et al., 2013). La surfactine est un lipopeptide anionique cyclique
composé d’un heptapeptide (L-aspargine, L-leucine, acide glutamique, L- leucine, L-valine et
deux D-leucines) lié a un acide gras de longueur variable allant de 12 a 16 atomes de carbone
avec une liaison hydroxyle entre le groupement OH du carbone N° 3 de 1’acide aminé N° 7 (de
Franca et al., 2015). Plusieurs variantes de surfactine ont été décrites telles que la pumilacidine

de Bacillus pumilus ou la lichénysine de Bacillus licheniformis (Hamley, 2015).

8.2.2.2 Les lichenysines
Des souches de Bacillus licheniformis produisent principalement huit types de lichenysines, de

structure proche de celle de la surfactine, et qui sont plus efficaces en tant qu’agent de surface.

En effet, la concentration micellaire critigue (CMC) de la lichenysine purifiée est inférieure a
celle de la surfactine (Yakimov et al., 1995). Ils s’agissent de la lichenysine A, la lichenysine B,
la lichenysine C, la lichenysine D, la lichenysine G, [val7] lichenysine G, [lle] lichenysine G et
[112, 4] llichenysine D (Li et al., 2008). Structuralement, la partie lipidique est formée d’un acide
gras linéaire ou bronché avec une liaison B-hydroxy. La partie protéique est composée de 7 acides
amines : acide glutamique a ’extrémité N- terminale, aspargine, valine, 3 * leucine, et isoleucine
a ’extrémité C-terminale (Cochrane et Vederas, 2016).

29



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

8.2.2.3 Lesiturines

La famille des iturines comporte les groupes suivants : les iturines, les mixirines, la subtulene A,
la mycosubtiline, la mojavensine, et les bacillomycines. Struturalement, I’iturine A est un
lipopeptide cyclique a 7 acides aminés avec un seul acide aminé 1ié par une liaison 3- aminoacide
a l'acide gras adjacent (Cochrane et Vederas, 2016). Les iturines sont connues comme des
agents de lutte biologique trés puissants contre les agents phytopathogénes tels que Xanthomonas
campestris pv. Cucurbitae, Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum, Rhizoctonia
solani, Fusarium graminearum, etc... (Patel et al., 2015).

8.2.2.4 Les fengycines

Structuralement, ce groupe est caractérisé par une liaison ester entre I’extrémité C- terminale du
résidu lle et le groupe phénolique du D-tyrosine, I’acide aminé N°3 dans la chaine peptidique.
Comme la majorité des lipopeptides, les fengycines contiennent des chaines d’acide gras variant
de C14 a C21, liées a I’extrémité N-terminale avec une liaison - hydroxyle de I’acide gras
(Cochrane et Vederas, 2016). Le groupe de la fengycine comporte deux familles, les fengycines
et les plipastatines. La différence entre ces molécules est au niveau de la position de la D-tyr qui
se trouve en position 3 dans le cas des fengycines et en position 9 dans le cas des molécules de
plipastatine (Hussein, 2011). Les fengycines sont moins hémolytiques que les iturines et les
surfactines mais elles conservent une forte activité antifongique, en particulier contre les
champignons filamenteux (Hofemeister et al., 2004).

8.2.3 Les Phospholipides

Les phospholipides sont des lipides amphiphiles constituées d’une téte polaire et deux queues
hydrophiles. La plupart des phospholipides sont des phosphoglycérides, dont la téte s’organise
autour d’un résidu glycérol-3-phophate estérifié par une molécule polaire, et les deux queues sont
les chaines aliphatiques de deux acides gras (McClements et Gumus, 2016). Bien qu’ils soient
présents dans tous les microorganismes dans la membrane cellulaire, il y a peu d’exemples de
production extracellulaire des phospholipides. Des phospholipides extracellulaires, produits par
la souche KJ564272 de Staphylococcus hrominis, ont révélé des activités physiologiques de
stimulation immunologique d’une espéce de poisson, Oreochromis mossambicus (Rajeswari et
al., 2016). Ces résultats suggerent que 1’application des phospholipides s’avére trés intéressante
en aqualculture pour faire face aux maladies et par conségquent pour augmenter la production

(Rajeswari et al., 2016).
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8.2.4 Les acides gras

Les acides gras considérés comme des agents tensioactifs résultent de lI'oxydation microbienne
des alcanes (Rehm et Reiff, 1981). Ces biomolécules sont douées des activités de surface et des
activités biologiques notables (McClements et Gumus, 2016). A titre d’exemple, ’acide
spiculisporique qui est produit par Pebicillium spiculisporum avec un rendement de production
important (110 g/I) et contribue a 1’élimination de certains métaux lourds (Mulligan, 2005). Les
acides corynomycoliques, des acides gras complexes contenant des groupes hydroxyle et des
branches d'alkyle, sont également décrits comme des tensioactifs puissants (MacDonald et al.,
1981).

8.2.5 Les lipides neutres

Plusieurs microorganismes sont capables de produire des lipides neutres doués des propriétés
tensioactives (Santos et al., 2016). Des bactéries marines hydrocarbonoclastes, par exemple, sont
capables de stocker des lipides neutres (Exemple : des triacyglycéroles, diacyglyceroles, des
cérides et des polyhydroxyalcanoates) qui peuvent étre utilis€és comme des sources d’énergie en
cas de l’appauvrissement en nutriments du milieu (Nakano et al., 2012). Une souche
Marinobacter sp. PAD-2 est montrée capable de produire un céride, sur I’hexadécane comme
substart, réduisant la tension de surface de I’eau a 33 mN/m (Nakano et al., 2012). Les lipides
neutres de la souche ATCC 4277 de Nocardia erythtroplis (MacDonald et al., 1981) ont pu
réduire la tension de surface a 37 mN/m en montrant des activités émulsifiantes importantes.
8.2.6 Les biosurfactants polymériques

Ce sont généralement des polymeéres d’hétéro-saccharides contenant des protéines. Le plus connu
est ’émulsane. Les sous-classes les plus connues des biosurfactants polymériques sont présentées

ci-dessous :

« Emulsane: C’est un polysaccharide sur lequel sont greffés des acides gras. Une souche RAG-
1T de Acinetobacter venetianius a montré ses potentialités de produire un emulsane (masse
moléculaire > 34,5 KDa) possédant des applications en biorémediation (émulifications des
hydrocarbures) (Fondi et al., 2012).

* Alasane: 11 s’agit d’'un complexe anionique d’hétéro-polysaccharide et protéine. Un isolat
bactérien KA53 d’Acinetobacter radioresistens a été décrit pour sa capacité a synthétiser I’alsane,
un complexe de polysaccharide et de protéine de poids moléculaire élevé (Salehizadeh et
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Mohammadizad, 2009).

» Liposane: C’est un complexe de polysaccharide et lipide. Une étude par (Cirigliano et
Carman, 1984), a montré la capacité de la souche Candida lipolytica ATCC 8662 a produire le
liposane, un émulsifiant extracellulaire hydrosoluble composé de 83% de glucides et de 17% de

protéines.

* Biodispersane: C’est un polysaccharide extracellulaire anionique. Un tensioactif de type
biodispersane produit par Acinetobacter calcoaceticus A2, a montre son efficacité a disperser le
calcaire (Rosenberg et al., 1989).

* Glycolipo-protéine : Il s’agit d’un complexe de lipides, protéines et polysaccharides. Une
recherche faite par (Camacho-Chab et al. 2013), a démontré que la souche MC3B-10 de
Microbacterium sp. Synthétise une glycolipoprotéine non-ionique respectueuse de
I'environnement capable d'émulsionner des hydrocarbures aromatiques et des huiles. La nature
chimique et la stabilité de ce bioémulsifiant suggerent son application potentielle dans la

biorestauration des environnements marins et dans les cosmetiques.
8.2.7 Surfactants particuliers

On trouve deux types de biosurfactants particulaires (Shekhar et al., 2015) :

» Des vésicules extracellulaires : Certains microorganismes secretent des métabolites
extracellulaires vesiculaires, appelés des biosurfactants particuliers, qui contribuent dans
’adsorption des n-alcanes par la membrane cellulaire (Mnif et Ghribi, 2015). A titre d’exemple,
la souche HO1-N de Acinetobacter sp. Est capable de produire des vésicules, doués d’une activité
de surface et composés par des protéines, des phospholipides, et des lipopolysaccharides, qui sont
impliqués dans I’adhérence des cellules aux hydrocarbures. Ces molécules sont souvent connues

comme des agents bio-émulifiants (Mnif et Ghribi, 2015).

* Des cellules bactériennes entieres peuvent jouer parfois le réle d’un surfactant.

8.3 Production de biosurfactants

Le succes de l'utilisation et la production des biosurfactants passe par une diminution des co(ts
de production. Cette diminution pourra étre atteinte grace a la valorisation de substrats de
croissance de produits a faible codt. Par exemple, (Makkar et Cameotra 2011), indiquent qu'il

est possible d'utiliser des déchets et des produits agricoles d'une part pour diminuer les co(ts,

32



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

mais aussi pour diminuer les quantités de déchets a traiter de diverses entreprises (huiles de
moteurs usageées...).

8.3.1 Microorganismes producteurs de biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes se développant de
maniére aérobie, en utilisant une ou plusieurs sources de carbone, comme les hydrates de carbone,
des huiles ou des hydrocarbures. Ces microorganismes sont en général des levures, des
champignons ou des bactéries. Le principal réle physiologique du biosurfactant est de permettre
aux microorganismes de se développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension
interfaciale entre I'eau et le substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible aux cellules
(Mata Sandoval et al., 2000).

Les microorganismes producteurs de biosurfactants ont été isolés a partir d'une grande diversité
de milieux, notamment le sol, I'eau de mer, les sédiments marins, les champs de pétrole (Yakimov

et al., 1995) et méme des environnements extrémes (Cameotra et Makkar, 1998).

Nombreux microorganismes extrémophiles se retrouvent dans plusieurs milieux marins
extrémes, tels que les évents hydrothermaux, des sources chaudes, des lacs salés et les planchers
en haute mer. La capacité de ces microorganismes pour tolérer des temperatures extrémes, la

salinité et la pression, démontre leur grand potentiel pour des procédés biotechnologique
(Dalmaso et al., 2015).

Les genres bactériens connus pour leur production des biosurfactants comprennent
Pseudomonas, Bacillus, Mycobacterium, Nocardia, Flavobacterium, Corynebacterium,
Clostridium, Acinetobacter, Thiobacillus, Serratia, Arthrobacter, Alcanivorax, et Halomonas
(Bodour et al., 2003 ; Mnif et al., 2011). Bien que de nombreuses espéces produisent des
biosurfactants, la régulation de leur synthése est encore mal connue, sauf pour les souches de
Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis qui sont les bactéries les plus étudiées (Banat et
al., 2000).

8.3.2 Applications

Compte tenu de leurs potentialités et de leur innocuité, les surfactants biologiques sont largement
utilisés dans de nombreux domaines d’applications tels que la production alimentaire,

I’agriculture, la chimie, ’industrie pharmaceutique et la cosmétique. Ces derniéres annees, les
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biotensioactifs ont été utilisés comme des solutions de rechange pour les tensioactifs chimiques

et devraient trouver de nombreuses applications environnementales et industrielles, tels que la

biorestauration des polluants, la récupération améliorée du pétrole, la lubrification, la détergence,

la solubilisation et la dispersion (Singh et al., 2007). L'application de biosurfactants a été

également augmentée dans les produits cosmétiques (les cremes antirides, cremes hydratantes, et

les cosmétiques de nettoyages) (Kanlayavattanakul et Lourith, 2010) et les produits de santé

et de soins (la lutte contre de nombreuses maladies, agents thérapeutiques conduisant a une

réduction d’un grand nombre d'infections sans 'utilisation de produits chimiques de synthése et
de médicaments) (Tableau 3) (Rodrigues et al., 2006).

Tableau 3: Différents domaines d’application des biosurfactants (Banat et al., 2000 ; Santos et

al., 2016).

Domaine

Application

Environnement

Bioremédiation : Opérations de nettoyage des déversements

d’hydrocarbures ; Assainissement et ringage du sol ; Solubilisation des

huiles.
Pétrole Récupération améliorée du pétrole (MEOR).
Exploitation Opérations de nettoyage des métaux lourds : Elimination des ions
miniere métalliques des solutions aqueuses, du sol et des sédiments.
Aliments Solubilisation des huiles aromatisées ; Amélioration de la texture des

produits a base de matiéres grasses.

Médicaments

Agents antiadhésifs ; antifongiques ; antibactériens ; antiviraux ;

anticancéreux, cicatrisants.

Agriculture

Biopesticides ; fongicides ; antiparasites.

Cosmétiques

Nettoyant ; Préparation des cremes hydratantes dermatologiquement

compatibles, les crémes antirides

Chimie

Détergent domestique et industriel ; Peinture : dispersant, émulsifiant.

Textile : agent de mouillage.
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8.3.2.1 Environnement

Dans le domaine environnemental, les biosurfactants sont capables de solubiliser les composés
xénobiotiques tels que les hydrocarbures, ameliorant ainsi leur biodégradabilité et de chélater les
métaux lourds (exp. le zinc, le plomb, le cadmium et le cuivre) permettant ainsi leur élimination
des sites contaminés (Mulligan, 2005). Les principales utilisations sont la bioremédiation des
sites contaminés par les hydrocarbures, la dispersion des nappes de pétrole et une meilleure

récupération du pétrole (Gassara et al., 2017).

Bien qu'utilisés dans de nombreux domaines, les biotensioactifs voient une utilisation de plus en
plus prometteuse dans les techniques de remédiation des sites contaminés (Ron et Rosenberg,
2014). La remédiation assistée par les biosurfactants presente de nombreux avantages. En effet,
le biosurfactant augmente les surfaces des composés hydrocarbones peu solubles en diminuant
les tensions interfaciales et superficielles, ce qui entraine une biodisponibilité accrue et une
mobilité des polluants (Mahanty et al., 2006). Par conséquent, en introduisant des surfactants
d'origine biologique dans un site contamine, une biodégradation ameliorée peut étre obtenue
grace a la solubilisation, a la mobilisation, ou a I'émulsification d'hydrocarbures (Ron et
Rosenberg, 2014). En général, grace aux procédeés de récupération du pétrole, les puits pétroliers
produisent un tiers a la moitié du pétrole initialement présent dans le gisement. Les résidus d’huile
contenus dans les petits pores des réservoirs pétroliers représentent 50 a 65% de la quantité
exploitée, qui sont piégés par des forces de capillarité, ainsi que par la présence d’une tension
interfaciale ente ’hydrocarbure et la phase aqueuse (Santos et al., 2016). Des réductions de la
tension interfaciale sont nécessaires pour la mobilisation de ces hydrocarbures emprisonnés en
utilisant des agents tensioactifs (Austad et Taugbgl, 1995). Dans la récupération du pétrole,
I’utilisation de la chaleur, des agents tensioactifs, des processus microbiens et 1’injection de gaz

conduisent a la récupération d’une partie importante de I’huile retenue (Santos et al., 2016).

Les agents tensioactifs biologiques ont été utilisés pour réduire la tension interfaciale entre
I’huile/eau et huile/roche, conduisant a une réduction des forces capillaires qui empéchent 1’huile
de se déplacer a travers les pores des roches. Les biosurfactants forment également une émulsion
a I'interface huile-eau, stabilisant ’huile désorbée dans 1’eau, ce qui permet son élimination par

I’injection d’eau dans le puits pétrolier (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).
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Matériel et méthode

1 Sites d'étude et échantillonnage

D’apreés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). Deux sites qui ont été fréqguemment exposés a
des déversements d'hydrocarbures dans la région delta du Niger au Nigeria ont été sélectionnés
pour cette étude. Ces sites étudiés comprenaient Yorla-10 (latitude 423945340 N et longitude sept
22611230 E) et Effurun (latitude 5°34492600 N, longitude 5°46561100 E)

Des échantillons de sol (100 g chacun) ont été prélevés a partir de 30 points d'échantillonnage sur
chaque site a une profondeur de 5 a 20 cm des surfaces du sol. Les échantillons ont été conservés
dans des tubes cryovial stériles et amenés au laboratoire pour I’isolation des champignons.

1.1 Isolement des champignons

D’aprés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). Des souches fongiques ont été isolées de
chaque échantillon de sol dans des boites de Pétri, sur de la gélose stérile au dextrose de pomme
de terre (PDA) additionné dampicilline (100 mg/L) pour supprimer les interférences
bactériennes. Les échantillons du sol ont été soumis a une dilution en série a dix puissance moins
six a l'aide d'eau stérile, inoculés sur du PDA préparé, puis incubé a 30 °C, dans l'obscurité,
pendant trois jours pour permettre la croissance fongique. Les cultures pures étaient fabriquées a
partir de plaques PDA primaires en sélectionnant soigneusement et en inoculant chaque colonie

dans une nouvelle plaque.

Les souches isolées ont été regroupées en fonction de la morphologie de la plaque, tandis que le
nombre d'échantillons a partir desquels une souche particuliére a été isolée, a été utilisée pour

calculer son pourcentage d'incidence dans ce site.

La souche fongique ayant I'incidence la plus élevée a été considérée comme la souche dominante

et a été sélectionnés dans chaque site pour des études ultérieures.

D’autre part (Nada K. Alharbi et al., 2022). Ont cultivé Aspergillus terreus KC462061 dans
un laboratoire a I’aide d’un milieu gélosé au dextrose de pomme de terre (PDA) (Difco, Visalia,
Californie, Etats-Unis) & 22 °C pendant sept jours, et les plaques ont été entreposées a une

température de 2 a 8 °C. Elles ont été sous-cultivées tous les 15 jours et la viabilité a été testée.
38



SYNTHESE EXPERIMENTALE

Aprés sept jours d’incubation. Ils ont coupé des bouchons de mycélium de la plaque de PDA et
les ont inoculés dans un erlenmeyer contenant 100 ml (Wertheim, Bade-Wurtemberg,
Allemagne) de bouillon de dextrose de pomme de terre (PDB). Les flacons de culture ont été
incubés pendant sept jours a 28 C dans un incubateur a agitateur orbital a 180 tours par minute.
La préculture a été complétement homogénéisée a I’aide d’un homogénéisateur en verre et

centrifugée a 5 000 tr/min pendant 5 min.

La biomasse fongique a été lavée a plusieurs reprises avec de 1’eau double-distillée et inoculée
dans du MSM moyen sans pétrole brut (groupe 1) et I’autre groupe a été incorporé avec 1 % de
pétrole brut (groupe 2). Pour ’analyse enzymatique, les deux groupes ont été incubés a 28 °C
pendant 10 jours. Les échantillons ont été mesurés les 3e, 7e et 10e jours de traitement. Un ml de
culture a été centrifugé a 10 000 tr/min pendant 5 min, et le surnageant de culture a été utilise
comme ¢€chantillon brut pour déterminer I’activité enzymatique. Pour analyser les impacts des
différents inducteurs sur la production de laccases, on a utilisé I’ABTS (2,2 -azinobis (acide 3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), ’acide férulique et le gaiacol et deux ions, Zn2+ et Cu2+
(sulfate de zinc et sulfate de cuivre). Les composés aromatiques et les ions ont été ajoutes
individuellement et combinés a une concentration de 0,5 mM, ainsi que les MSM complétés par
la combinaison de divers inducteurs et d’ions aromatiques. Une fiole de I’isolat fongique sans
inducteur a été utilisee comme témoin. MSM frais comprenait KH2PO4 (0,4 g/L),
K2HPO4,3H20 (1,0 g/L), MgS04,7H20 (0,025 g/L), NaNO3 (0,2 g/L), (NH4)2S04 (0,1 g/L)
et NaCl (0,5 g/L), avec un pH de 7,0.

1.2 Activités enzymatiques des champignons dominants sélectionnés

D’aprés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). Les enzymes analysées comprenaient le
peroxyde de manganése (MnP) (peroxyde de lignine) (Lip) et le laccase (Lac), qui ont été
sélectionnés en raison de leurs activités a potentiel redox largement reconnues sur un large
éventail de composés d’hydrocarbures. Ces derniéres enzymes appartiennent au Systeme oxydatif
ligninolytique naturel qui a été signalé dans de nombreux champignons associés a la dégradation
de plusieurs polluants. L’analyse enzymatique colorimétrique a été effectuée en faisant pousser
les champignons sur des plaques de Petri contenant 15 mL de gélose a I’extrait de malt stérile
(MEA). La MEA a été préparée en trois groupes ; un groupe sans substrat chimique, un autre

groupe a été complété avec 0,05 % de gaiacol et 1 mM CuSO4 comme substrats enzymatiques
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tandis que le dernier groupe a été complété avec 0,5 mM 2,2-Azino-bis-3-benzothiazoline-6-
sulfonic acide (ABTS) et 1 mM CuSO4.

D’autre part (Nada K. Alharbi et al., 2022). Ont analysé I’enzyme laccase en utilisant le
surnageant de culture pour déterminer son activité ils sont mélangés environ 0,1 mL d’échantillon
avec 2,0 mL de 10 mM (2,2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate (ABTS) préparé dans
un tampon d’acétate de sodium (0,1 M ; pH 4,5). Elle a été incubée pendant 30 minutes et
I’oxydation de ’ABTS a été déterminée en mesurant I’absorbance de I’échantillon a 415 nm par
rapport au témoin réactif.

1.3 Teste de biodégradation

D’apreés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). La capacité de certaines souches fongiques a
dégrader I’huile moteur usagée a été étudiée dans un bouillon de BH. 20 mL de ce milieu a été
complété par ’huile moteur usagée a une concentration de 1 % (v/v) dans des fioles coniques et
inoculés avec chagque champignon, tandis que les flacons sans champignon inoculé ont été traités

comme témoins.

Des fragment Mycelial (5 mm de diametre) ont été prélevés dans des cultures fongiques pures de
4 jours et transférés dans les 20 mL Mélange BH-Hydrocarboné conservé dans un incubateur a
80 rpmet 30 C.

Le témoin a été analysé pour teneur en hydrocarbures a ’aide de CG-SM au moment (TO) et
comparée au milieu traité avec chaque champignon au 15e¢ jour de I’incubation. Pour déterminer
la quantité d’hydrocarbures dégradés, 1 mL de solution aliquote a été prélevé de chaque
traitement et analysé pour la teneur en hydrocarbures au moment de I’inoculum et apres 15 jours
d’incubation. La solution aliquote de 1 mL a été dissoute dans 1 mL de dichlorométhane
(CH2CI2) et vortexée vigoureusement pendant 1 min, puis laissé sur la grille pendant 5 min pour
laisser la couche organique séparé. La couche organique a été soigneusement pipetté dans un
autre tube, centrifugé pendant 3 min a 3000 rpm puis analysées par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse (Thermos Systeme GC/MS DSQI|I scientifique

a quadripdle unique, Austin, Texas, Etats-Unis).

Les conditions GC/MS étaient en mode split avec injection a 250 C, la température du four était
de 70 C pour 1 min, 70-120 C a 5 C/min, 120-260 C a 8 C/min, et maintenu a 260 C pendant 5
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min. A Restek Rxi-5Sil MS 30 m 0,25 mm 0,25 pum épaisseur du film colonne capillaire a été
utilisé avec de I’hélium comme le gaz porteur a un débit constant de 1,0 mL/min. La température
de la ligne de transfert était de 270 C et la source d’ions, température était de 250 C. Le mode
d’ionisation électronique a été utilisé avec 70 eV, et les ions ont été enregistrés en mode
d’acquisition compléte dans une plage de masse de m/z 35-800 amu. Acquisition
chromatographique, détection de masse.

Les pics spectraux et le traitement des formes d’onde ont été réalisés a I’aide de Xcalibur MS
Software Version 2.1 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, Etats-Unis). L’affectation des
structures chimiques a la chromatographie les pics ont été établis en fonction de la comparaison
avec les bases de données de I’Institut national de normalisation GC/MS Mass Spectral Library
(NIST 08) et Wiley Registry of Mass Spectral Data (8e édition). Le pourcentage de contenu de
chaque composante a éte calculé directement a partir des zones de pointe dans le

chromatogramme GC/MS.

D’autre part (Nada K. Alharbi et al., 2022). Ont réalisé Le potentiel de biodégradation du
pétrole brut dans une fiole d’erlenmeyer (250 mL) contenant du pétrole brut (1 %) comme seule
source de carbone et d’énergie. Le milieu de culture a été stérilisé et du pétrole brut a été inoculé.
Au total, quatre bouchons d’agar (5 mm de diamétre) d’A4. terreus KC462061 ont été préleveés sur
la plague de PDA. Elle a été transférée aseptiquement dans le milieu de culture contenant

I’erlenmeyer. Toutes les fioles d’erlenmeyer ont été incubées pendant deux semaines a 30 C.

(Nada K. Alharbi et al., 2022). Ont aussi fait d’autre testes :

1.4 Les Amorces spécifiques des genes laccase :

Les amorces qPCR (PCR quantitative) pour les huit genes Lcc (laccase) (Lccl-8) et le géne
GAPDH (glycéréhyde-3-phosphate déshydrogénase) comme géne d’entretien ménager ont été
congues par GeneLink (Orlando, FL, USA). Les amorces gPCR sélectionnées étaient spécifiques
et ont été évaluées a l’aide d’une électrophorése sur gel d’agarose a 1 %. Le potentiel
d’amplification des amorces sélectionnées a été évalué a 1’aide de I’ ADNc synthétisé de chaque
isoforme testé a différentes dilutions (1 :10). Les efficacités d’amplification calculées étaient de
93,5 a 99,4 % (R2 0,98) et la taille de I’amplicon variait entre 102 et 199 bps pour les génes

codant le Lcc.
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1.5 La Transcription de génes laccase a ’aide de qRT-PCR :

Les profils de transcription des génes Lcc ont été évalués dans le cadre de la biodégradation du
pétrole brut en présence de cing inducteurs afin de comprendre la nature de la relation entre les
cing inducteurs qui a une incidence sur les niveaux de transcription de différents Lcc a différents
moments pendant la période de biodégradation du pétrole brut. gPCR expérience a été réalisée
en mélangeant 5 uL SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal, 1 uL amorces (avant et arriere),
modéle cDNA (2 pL) et Millipore eau double distillée. qRT-PCR a été réalisé comme décrit
précédemment. La méthode de quantification relative de 2 AACt a été utilisée pour calculer les

quantités relatives des génes laccase. Chaque réaction a été effectuée en triple.
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Résultats

1 Résultat d’isolement des champignons
D’apreés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). L’analyse chimiques des deux sols contaminés
au pétrole brut utilisés pour I’isolement fongique dans cette étude confirme les concentrations

¢levées d’hydrocarbures et de métaux toxiques présentées dans les tableaux 4 et 5.

Quatorze souches fongiques ont été isolées dans des sols pollués et soumises a un test d’incidence
en pourcentage pour déterminer les souches dominantes (tableau 4). Dans le premier site pollué
(Yorla-10), la souche fongique B est apparue dans 20 échantillons sur 30, étant ainsi le
champignon dominant avec une incidence de 66,67 %. Le deuxiéme pétrole brut site pollué
(Effurun) d’autre part avait la souche C comme champignon dominant, apparaissant dans 17 sur
30 echantillons prélevés, avec une incidence de 56,67 %.

Tableau 4: Incidence et souches fongiques dominantes isolées de sites pollués par le pétrole

brut.
B-Yorlal0 C-Effurun
Strain (-ode Incidence (N = 30) % Incidence Incidence (N = 30) % Incidence

A 9 30 1 3.33
B 20 66.67 13 43.33
C 13 43.33 17 56.67
D 0 0.00 0 0.00
E 5 16.67 11 36.67
F 3 10.00 2 6.67
G 0 0.00 3 13.33
H 11 36.67 0 0.00

I 1 3.33 1 3.33
J 5 16.66 11 36.67
K 2 6.67 3 10.00
N1 9 30.00 0 0.00
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N2 6 20.00 5 16.67

N3 11 36.67 0 0.00

D’apreés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). La réponse et la tolérance de ces champignons
dominants au mélange d’hydrocarbures complexes (huile de moteur usagé) est présenté dans le
tableau 5. 1l a été observé que les deux champignons sélectionnés ont survécu au mélange élevé
d’hydrocarbure 20 % de concentration dans le milieu de croissance. Leur capacité a tolérer la
présence d’hydrocarbures a été calculé en fonction de la réponse a I’inhibition de la dose (DIR).
La DIR de la souche B était de 75,52, 59,96, 51,24 et, 45,85 DIR sur milieu complété avec 5, 10,
15, et 20% d’hydrocarbures respectivement, tandis que la souche C avait un DIR de 53,97, 46,69,
39,07 et 39,40 respectivement. Les champignons étudiés ont été identifiés d’apres méthodes
morphologiques et moléculaires, comme Mucor irregularis (souche B-Yorlal0) et Aspergillus
oryzae (C-Effurun).

Tableau 5: Tolérance aux hydrocarbures et inhibition de la dose par deux souches fongiques
sélectionnées provenant de sites pollués par du pétrole brut.

Growth Rate

Fungal Strain Oil Concentration (cm/day) DIR (%)
B 0% 4.82 100.00
B 5% 3.64 7502
B 10% 2.89 59.96
B 15% 2.47 51.24
B 20% 2:21 45.85
C 0% 3.02 100.00
& 5% 1.63 53.97
= 10% 141 46.69
& 15% 1.18 39.07
& 20% 1.19 39.40

1.1 Résultat de Pactivité enzymatique

D’aprés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020), il a été démontré que les deux souches
fongiques isolées, Mucor irregularis (B-Yorlal0) et Aspergillus oryzae (C-Effurun) possedent la
capacité de produire des enzymes ligninolytiques (LiP, MnP et Lac). Le test sur plague a montré

des sécrétions enzymatiques par les deux souches. En effet, le mycélium analysé a formé une
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couleur brun rougeétre significative sur les plaques complétées par différents substrats par rapport
au témoin (Figure 8). En général, les deux champignons ont montré des activités enzymatiques
en milieu non enrichi d’huile (témoin) mais en faible quantité (figures 9 et 10). IIs On a également
observé que les souches étudiées produisaient des enzymes en réponse aux concentrations d’huile
dans leur milieu de croissance et, de toute fagon, elles présentaient toutes deux une production
plus elevée de Lac que de LiP et MnP, comme le montrent les figures 9 et 10. M. irregularis (B-
Yorlal0) au 13e jour de I’incubation, les activités de Lac les plus élevées étaient de 15,00, 13,90,
11,07 U/mL dans le milieu BH, complétées respectivement par 1,5%, 1,0% et 0,5% d’huile
moteur (figure 9). A. oryzae (C-Effurun) a affiché les activités les plus élevées de 36,0 et 27,37
U/mL au jour 9 et au jour 6 respectivement, tandis que son activité la moins élevée de 2,11 U/mL
a été enregistrée au jour 3. La souche C-Effurun a montré les activités MnP les plus élevées de
12,40 et 11,38 U/mL dans le milieu, complétées par 1,5 et 1,0 % d’huile respectivement (figure
10). Les deux champignons ont montré une certaine activité peroxydase ; la souche B-Yorlal0 a
montré la plus forte expression de 2,70 U/mL de LiP en milieu additionné d’huile a 0,5 % et 1 %
respectivement au jour3, alors que la souche C-Effurun a montré la plus forte expression de 3,73
U/mL de LiP dans un milieu complété par 1 % d’huile également au jour 3 (figures 9 et 10).
Généralement, les deux souches ont grandi dans le milieu BH sans supplément d’huile (témoin),
mais ils ont montré une meilleure activité enzymatique dans les milieux complétés par I’huile

comme la seule source de carbone.

Figure 8: Essai sur plaque pour le criblage colorimétrique des enzymes ligninolytiques Produites
par les champignons isolés.
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Figure 9: Activités d’enzymes extracellulaires produites par Mucor irregularis B-Yorlal0 isolées
d’un site pollué par le pétrole brut au Nigeria.
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Figure 10: Activités d’enzymes extracellulaires produites par Aspergillus oryzae (C-Effurun)
isolées d’un site pollué par le pétrole brut au Nigeria.
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D’autre part (Nada K. Alharbi et al., 2022) ont démontré :

1.2  Les Effets des cinqg inducteurs sur la production de I'enzyme laccase :

Il a été démontré que I’isolat fongique A. terreus KC462061 avait la capacité de produire du Lcc
avec ou sans pétrole brut soutenu par cing inducteurs (Figure 11). En général, [’A. terreus
KC462061 a montre une activité enzymatique Lcc dans un milieu sans pétrole brut (témoin), mais
en quantité moindre au cours des 3e, 7¢ et 10e jours. Bien que les résultats de I’analyse en méme
temps aient montré que 1’activité enzymatique de Lcc avec du pétrole brut avait une quantité plus
élevée, qui a augmenté progressivement au cours de I’expérience, les réponses d’induction
d’activité enzymatique les plus élevées sont apparues apres 10 jours d’incubation avec du pétrole
brut. Les profils chronologiques de I’activité du Lec dans le milieu de culture contenant du pétrole
brut étaient tres indiqués en raison des cing inducteurs, individuels ou combinés, ayant un effet
tres positif sur 1’activité du Lee. Dans le cas du pétrole brut, I’ajout d’ions cuivre induit une
activité Lcc jusqu’a 15 fois (98,1 U/mL), tandis que I’effet synergique du Cu-ABTS a provoqué
une augmentation des niveaux de laccase jusqu’a 22 fois (130,4 U/mL) par rapport a la condition

de référence au 10e jour (Figure 11).
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1.3 Résultat de biodégradation

D’apreés (Michael Dare Asemoloye et al., 2020). La composition de 1’huile @ moteur utilisée
dans cette étude a été analysée par GC/MS (figure 12). L’huile comprenait des composants
aliphatiques (p. ex., C1-C20 et C20-C50), des aromatiques (p. ex., benzéne, toluéne,
éthylbenzene et isomeres du xylene (BTEX), des benzénes alkyles, des indenes alkyles, des
tétralines alkyles, des biphényles alkyles, des aromatiques polycycliques (HAP)) et d’autres
compose€s, comme les esters méthyliques. Les composés les plus abondants dans 1’huile moteur
usagée étaient les BTEX, les aliphatiques C20 a C50 et les HAP, qui représentaient ensemble
67 % du mélange total (figure 12). On a observé que les deux champignons modifiaient la
composition en hydrocarbures de I’huile a moteur usagée selon les indications de la (figure 13).
Aprés une incubation de 15 jours, on a observe que A. oryzae (C-Effurun) réduisait de fagon
significative plusieurs composants de 1’huile moteur usagée par rapport a Mucor irregularis B-
Yorlal0. Plus précisément, A. oryzae (C-Effurun) a réduit tous les hydrocarbures contenus dans
I’huile moteur usagée, tandis que la souche Mucor irregularis B-Yorlal0 n’a montré qu’une
activité de dégradation significative des alcanes a longue chaine et du BTEX. Cependant, la
dégradation des alcanes a longue chaine par ce dernier champignon a entrainé une augmentation

des alcanes a chaine courte dans le traitement par rapport au témoin.

CHs \ / of Anthracene

Phiorene

Dimethyl-biphenyl Phenanthrene

Short-chain alkanes

Naphthalene Indene

Benzene
Xylene

Figure 12: Composition de I’huile moteur usagée révélée par ’analyse GC/MS.
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Control Mucor irregularis B-Yorla10 Aspergillus oryzae C-Effurun

Figure 13: Dégradation des fractions d’hydrocarbures dans I’huile de moteur usée par certains
champignons filamenteux. (Mucor irregularis et Aspergillus oryzae)

(Nada K. Alharbi et al., 2022). Ont démontre les résultats de :

1.4 La Biodégradation des hydrocarbures aliphatiques du pétrole lourd :

L’analyse CG-SM (Chromatographie en phase gazeuse-spectrometrie de masse) a révélé que /’A.
terreus KC462061 soutenu par le Cu-ABTS présentait un potentiel de biodegradation important
sur les n-alcanes du pétrole brut. Au 10e jour du processus de biodégradation par A. terreus
KC462061 soutenu par Cu-ABTS, I’efficacit¢ de biodégradation du C12 a C20 a augmenté
rapidement a 80% (moyenne). Toutefois, pour la biodégradation d’A4. terreus KC462061, le
potentiel de dégradation des C12 a C20 a atteint un maximum de 53,3 % (moyenne). Le Cu-
ABTS a soutenu A. terreus KC462061 en augmentant la plage de biodégradation et le taux de
biodégradation des n-alcanes. La disponibilité de n-alcane dans le pétrole brut a effectivement
diminué principalement en raison du potentiel de biodégradation. L’efficacité de biodégradation
de A. terreus KC462061 soutenue par le Cu-ABTS pour C12 a C16 était de 80,9 % a 83,1 %. Par
rapport & I’A. terreus KC462061 seul, I’efficacité de biodégradation de CI12 a C16 a été
significativement augmentée, et I’efficacité de biodégradation améliorée dans la gamme de
49,1% a 55,4%.

1.5 La Biodégradation des hydrocarbures aromatiques du pétrole brut :

L’analyse CG-SM a indiqué que la présence de divers HAP dans le pétrole brut avait
effectivement diminué en raison du potentiel de biodégradation. Au 10e jour du processus de

biodégradation de /’A4. terreus KC462061 induit par le Cu-ABTS, I'efficacité de biodégradation
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des hydrocarbures aromatiques a atteint un maximum de 80,1%. Comparé a [’A. terreus
KC462061 seul, le potentiel de biodégradation a atteint 52,6 %. Chez [’A. terreus KC462061
induit par le Cu-ABTS, I’efficacité de la biodégradation des HAP était de 75,6 % a 82,9 %. Dans
le cas de [’A. terreus KC46206 seul, I’efficacité de biodégradation variait de 48,7 % a 58,8 %.
1.6  Profil de transcription de huit génes de laccase d’A. terreus KC46206

Les profils transcriptionnels des huit génes laccase, Lccl, Lce3, Lecb, Lece6, Lee8, LeclO, Lecll
et Lccl2, ont été évalués le deuxieme, quatrieme, sixieme, huitieme, dixiéme et douziéme jour
de développement fongique, soutenus par les ions Cu, Zn, Cu-ABTS, Zn-ABTS et 1 % de pétrole
brut, et les résultats sont présentés a la (figure 14). 1l a été démontré que tous les génes Lcc étaient
stimulés dans les conditions analysées, les niveaux d’induction variant de deux a quinze fois plus

élevés que dans les conditions de référence.
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Figure 14: Profil de transcription des génes de codage de laccase pendant la croissance d’A. terreus KC46206 dans les cultures
liquides, supporté par 1% de pétrole brut a différents moments de croissance.
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Les laccasel, 3, 8 et 11 présentaient les changements les plus importants dans les niveaux de
transcription (>10 fois). Les autres genes, Lcc5, 6, 8 et 10, ont de faibles niveaux de signification
les jours 2 et 4. Les genes ont de nouveaux niveaux de signification les jours 6 et 8, ou les niveaux
de transcription de Lccl (11,1 et 11,5 fois, respectivement), Lccll (9,6 et 10,2 fois,
respectivement) et Lecl2 (7,8 et 8,9 fois, respectivement) basés sur I’induction par Cu-ABTS, en
comparant les niveaux d’expression correspondants les jours 6 et 8. Le jour 10, les profils
transcriptionnels de Lccll et 12 étaient les plus significatifs a ce stade. Le 12éme jour, le
processus de traduction était trés légérement régulé a la baisse pour tous les génes Lcc. Par
conséquent, les niveaux d’expression des génes ont été modifiés dans tous les génes Lcc jusqu’a
deux fois ou moins, et quatre inducteurs n’ont pas produit une induction puissante pour tous les
génes Lcc, de sorte que la transcription a presque cessé a ce stade. En général, les Cu-ABTS ont
le plus haut niveau d’induction du processus de transcription. Parmi les huit genes Lcc, les génes
Lccl, 11 et 12 étaient principalement exprimés de 2 a 8 jours, mais le 10e jour, seuls les génes
Lce 11 et 12 étaient principalement exprimés (figure 6a). Les Lccl, 11 et 12 ont été les plus
abondant, exprimés a 17 %, 22 % et 18 %, pendant la transcription pendant 12 jours (figure 15a),
mais la transcription d’autres génes Lcc était négligeable par rapport aux génes abondants (figure
15b).
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Figure 15: Abondance relative des transcriptions (exprimée en pourcentage) des génes de
laccase. (a) Abondance relative des transcriptions des huit genes de laccase au cours de chaque
jour. (b) Abondance relative de la transcription des huit génes de laccase pendant tous les jours.

Le niveau de transcription total de tous les genes Lcc a été considéré comme étant de 100%.
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Discussion

Dans I’étude de (Michael Dare Asemoloye et al., 2020), les deux champignons les plus
fréquents, Aspergillus oryzae et Mucor irregularis, ont été isolés dans des sites contaminés au
pétrole brut dans la région du delta du Niger, au Nigéria. La souche isolée de Mucor (B-Yorlal0)
était tres phylogénétiquement proche de Mucoromycotina sp. Découverte par Aban et al. Comme
champignon symbiotique de la racine de la fougeére épiphyte, Drynaria quercifolia aux Philippines
étant ’espéce dominante avec un taux de colonisation élevé. Dans une autre étude réalisée plus
tard par les mémes auteurs, cette souche fongique isolée de la fougére a montré une capacité

significative a protéger les semis de riz contre la sécheresse.

M. irregularis trouvé a partir de riz par Cai. W. dans une étude inédite a également revelé une
relation étroite avec leur souche Mucor isolée. Ce resultat prouve la large distribution écologique
de Mucor dans le sol et en tant qu’associé végétal, et peut indiquer la potentialité de Mucor a
appliquer dans le domaine de la protection de I’environnement et de I’industrie agricole.
Chukwura et al. Ont signalé des potentiels de dégradation des hydrocarbures de M. racemosus
isolés d’échantillons de sol prélevés dans un atelier de mécanique a Awka, dans I’Etat
d’Anambra, au Nigeria. Les résultats de cette étude représentent un nouveau record du potentiel

de dégradation des hydrocarbures de M. irregularis isolé des sols pollués par le pétrole au Nigeria.

Dans cette étude, on a constaté que les deux champignons pouvaient tolérer des concentrations
variables d’huile moteur usagée et utilisent les hydrocarbures comme seule source de carbone.
Alors que M. irregularis a augmenté plus rapidement sur le milieu solide de BH complété par
20% d’huile moteur usée, les A. oryzae ont tendance a croitre plus lentement. Au contraire, les
résultats de la dégradation des hydrocarbures ont montré qu’4. oryzae avait un potentiel de
dégradation plus élevé que M. irregularis, confirmé par sa production d’enzymes plus élevée.
Leurs résultats confirment que la tolérance fongique aux hydrocarbures complexes n’est pas en
fonction de leur capacité de dégradation, et aussi que la capacité de sécrétion enzymatique des

champignons améliore la dégradation des hydrocarbures plus rapidement que la tolérance.

Bien que cette étude ait démontré qu’A. oryzae dégradait plus d’hydrocarbures que M.

irregularis, on a constaté que cette derniere espece fongique agit plus spécifiqguement sur les
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hydrocarbures a longue chaine, ce qui entraine une augmentation des concentrations
d’hydrocarbures a chaine courte aprés 15 jour ’incubation par rapport a la concentration initiale
dans I’huile de moteur usagée. Srinivasan et Viraraghavan ont confirmé 1’application de Mucor
rouxii et d’Absidia coerulea pour la production de biomatériaux chitosan (une molécule naturelle,
d'origine marine, provenant de plusieurs crustacés et mollusques utilisé comme complaiment

alimentaire) et de coquille de noix pour 1’élimination de I’huile des solutions aqueuses.

Il a été démontré que les enzymes produites par de nombreux champignons filamenteux
contribuent a la dégradation/minéralisation des hydrocarbures. Les enzymes laccase et
peroxydase sont produites par les champignons comme métabolites secondaires. Par conséquent,
la production de ces enzymes peut étre affectée par les concentrations de carbone ou d’azote
disponibles dans les substrats ou les champignons poussent. Cela concorde avec notre observation
selon laquelle la concentration et la nature chimique de I’huile moteur supplémentée en milieu
de culture comme seule source de carbone a eu une incidence significative sur la croissance
fongique et leur capacité de secrétion enzymatique. On a également observe que les deux
champignons analyses produisaient plus de laccase que de peroxydase. Laccase est une enzyme
phénolique multi-cuivre dont on a signalé qu’elle jouait différents roles dans 1’oxydation de
plusieurs composés aminés phénoliques aromatiques. Cette enzyme agit en oxydant plusieurs
composé€s phénoliques et aromatiques, en utilisant I’oxygéne comme accepteurs d’¢lectrons
terminaux, comme indiqué dans différentes especes de champignons. Laccase est de plus en plus
populaire dans le biotraitement de différents matériaux récalcitrants et les effluents de déchets de
nombreuses industries. Il a été bien signalé pour de nombreuses applications comme I’élimination
des composés phénoliques aromatiques, la désoxydation de nombreuses huiles d’hydrocarbures,

le traitement des eaux usées, I’élimination des colorants et le bio-blanchiment de la pate.

En contre parité (Nada K. Alharbi et al., 2022). En démontre dans leur étude que I’isolat
fongique A. terreus KC462061 a la capacité de produire du Lcc avec un inducteur (pétrole brut)
et sans pétrole brut, soutenu par cinq inducteurs. L’action synergique de Cu-ABTS a augmenté
les niveaux de laccase jusqu’a 22 fois dans le milieu de culture contenant I’inducteur par rapport

a la condition de référence.

Dans la présente étude, ’efficacité de la biodégradation de A. terreus KC462061 appuyé par le
Cu-ABTS pour les hydrocarbures aliphatiques et aromatiques, a augmenté jusqu’a 83,1 et 80,1%,
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respectivement. Il a été démontré que de nombreux enzymes présents dans les champignons
filamenteux contribuent a la biodégradation et a la minéralisation du carbone. Par exemple, la
biodégradation du pétrole brut a été tres efficace avec une production élevée d’enzymes Lec a

partir de A. terreus KC462061.

Il était demontré que Les 9eme et 6eme jour de culture, Aspergillus oryzae avait les plus grandes
activités de Lcc 36,0 et 27,37 p/mL, respectivement, tandis que le troisiéme jour elle avait la plus
faible activité de Lcc 2,11 p/mL. A. oryzae a obtenu les meilleurs résultats en matiére de
biodégradation de tous les hydrocarbures dans 1’huile a moteur usée. Aspergillus niger et
Aspergillus oryzae ont démontré qu’ils amélioraient la dégradation du pétrole brut dans le milieu
de Bushnell Haas et ont obtenu une dégradation du pétrole de 54 % et 99 % respectivement dans

le milieu optimisé.

Dans la présente étude, les intensités de bande de huit Lcc individuels ont été remarquées a cause
des variations significatives. Apres le traitement avec huit inducteurs pour la culture fongique,
ces composés ont été affectés pour développer une quantité plus élevée de bandes Lcc putatives,
c.-a-d., sa surproduction. Le Cu-ABTS a ete l'inducteur le plus efficace parmi toutes les autre

offrant une surproduction de Lcc.

Il a été signalé que la variation de 1’expression des génes Lcc est basee sur les polluants
environnementaux. Dans I’environnement naturel, la quantité et la nature du substrat variaient
considérablement et dépendait du temps. Les polluants de I’environnement entrainent un stress

oxydatif et ces polluants participent a la régulation de I’expression du géne Lcc.

Dans cette étude De multiples localisations régulatrices potentielles de transcription ont été
découvertes a I’intérieur des promoteurs des génes Lce, ce qui indique que chaque géne Lcc a été
stimulé par un ou plusieurs facteurs. Par exemple, les promoteurs de Lccl, 4, 7 et 8 devaient étre

des éléments de réponse au métaux (MRE).

Dans une étude antérieure il a été prouvé que Le gene Lcc7 était le géne prédominant de tous les
genes Lcc exprimés dans la culture de Cerrena sp., et sa quantité de transcription a été associée
a des inducteurs LCC tels que Cu, Zn, ABTS et guaiacol. Les niveaux de transcription du Lcc7
ont été multipliés par 1000 lorsque les ions Cu+2 ont été incorporés au milieu de culture. En

présence d’ions Cu2+ dans le milieu de culture, le niveau de transcription a été plus faible pour
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les génes Lccd. L’expression de génes Lcc tels que Lcc2, Lee3, Leeb, Lecb et Lee8 a été

considérablement supprimée par la présence d’ions Zn2+ dans le milieu de culture.

Des études antérieures sur la biodégradation aromatique, en particulier des HAP par Aspergillus
fumigatus, ont révélé une biodégradation considérable de I’anthracéne. Aprés 5 jours, I’efficacité
de biodégradation a pu étre maintenue a environ 60 %. Aspergillus terreus a été caractérisé par
un sol pollué contaminé par des hydrocarbures aromatiques polycycliques et du pyréne et du
benzo pyrene métabolisés. Benguenab et Chibani ont confirmé ’application d’Aspergillus ustus
sur la biodégradation du pétrole brut et du diesel, affichant le plus haut niveau de dégradation a
30,43 % et 21,74 %, respectivement
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Conclusion et perspective

Le milieu marin subit de nombreuses pollutions provenant de rejets directs (effluents urbains et

industriels, déversements de pétrole...) et indirects (apports fluviaux et atmosphériques).

Les hydrocarbures, et en particulier les HAPs, sont considérés comme des contaminants
prioritaires des écosystémes marins a cause de leur caractére récalcitrant et leur activité mutagéne
et/ou cancérigene (Duran et Cravo-Laureau, 2016). La biodégradation des hydrocarbures par
les microorganismes est considérée comme le processus principal d’élimination de ces
contaminants (Nikitha et al., 2017). Les sites contaminés par ces composés (hydrocarbures) sont
des biotopes prometteurs pour isoler des microorganismes doués des potentialites

biodegradatives intéressantes.

Dans cette étude, les souches fongiques dominantes isolées de deux sites pollués par le pétrole
brut ont été identifiees comme Aspergillus oryzae et Mucor irregularis. Les deux champignons
ont montré une grande tolérance a diverses concentrations d’un mélange complexe
d’hydrocarbures (huile de moteur usagée) et ont démontré des capacités de dégradation des
hydrocarbures. Les différentes expressions et activités enzymatiques démontrées par les
champignons analysés pourraient étre utiles pour leur survie dans des environnements
contaminés, en leur permettant d’utiliser les hydrocarbures présents dans le substrat comme
¢léments nutritifs. Cependant, d’autres études sont nécessaires pour comprendre, d’un point de
vue genétique et biochimique, les mécanismes de dégradation des hydrocarbures de ces
champignons, et donc ameéliorer leur performance de dégradation. D’apreés les chercheures ceci
peut étre réalisé grace a I’utilisation de la technologie traditionnelle de I’ ADN recombinant et des

outils avancés de manipulation génétique tels que les systemes CRISPR-Cas.

Dans une étude plus approfondie sur les Aspergillus il a été demontre que Aspergillus terreus
KC462061 produit I’enzyme laccase en présence du pétrole brute, deux ions, Zn2+ et Cu2+, et
trois composés aromatiques, ABTS, acide férulique et guaiacol, ont exercé une influence
remarquable sur ses rendements en laccase, en particulier Cu-ABTS. Leur résultat démontre que
la Laccase d’A. terreus KC462061 joue un role essentiel dans 1’adaptation des champignons aux

conditions environnementales difficiles telles que la biodégradation du pétrole brut.
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Cette étude a établi le profil de transcription complet de huit génes Laccase de A. terreus
KC462061 pendant le processus de biodégradation du pétrole brut. L’effet synergique du
composé Cu-ABTS a le plus haut niveau d’induction du profil de transcription. Lcell et 12
étaient les principaux genes de Laccase dans les profils de transcription tout au long du cycle de
vie de A. terreus KC462061, et leur abondance de transcription a été corrélée avec le compose
Cu-ABTS avec un gene de référence validé. Cela indique qu'il existe une grande possibilité de
trouver d’autre espece d’aspergillus possédant un pouvoir de biodégradation encore plus élevé
avec un équipement enzymatique tres puissant capable de biodégrader les hydrocarbures les plus
résistant bien slr cette biodégradation peut étre amélioré en utilisant des biosurfactant et la

manipulation des génes pour une production d’enzyme plus €leve.

Au bout du compte, les résultats obtenus dans cette analyse, nous ont pousses a suggeérer que les
champignons dont quelques especes peuvent étre une solution partielle de remédiation de cette
douleur mondiale planétaire. De plus, il vaut mieux commencer a prendre des mesures pour

arréter la pollution marine maintenant plus que jamais.

Pour conclure, nous signalons que cette étude était trés excitante pour nous et nous espérons

donner suite a cette recherche mais avec notre propre expérience pour avoir de meilleurs résultats.
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Abstract: Many free-living saprobic fungi are nature recruited organisms for the degradation of
wastes, ranging from lignocellulose biomass to organic/inorganic chemicals, aided by their production
of enzymes. In this study, fungal strains were isolated from contaminated crude-oil fields in
Nigeria. The dominant fungi were selected from each site and identified as Aspergillus oryzae and
Mucor irregularis based on morphological and molecular characterization, with site percentage
incidences of 56.67% and 66.70%, respectively. Selected strains response/tolerance to complex
hydrocarbon (used engine oil) was studied by growing them on Bushnell Haas (BH) mineral agar
supplemented with the hydrocarbon at different concentrations, i.e., 5%, 10%, 15%, and 20%, with a
control having dextrose. Hydrocarbon degradation potentials of these fungi were confirmed in BH
broth culture filtrates pre-supplemented with 1% engine oil after 15 days of incubation using GC/MS.
In addition, the presence of putative enzymes, laccase (Lac), manganese peroxidase (MnP), and lignin
peroxidase (LiP) was confirmed in culture filtrates using appropriate substrates. The analyzed fungi
grew in hydrocarbon supplemented medium with no other carbon source and exhibited 39.40% and
45.85% dose inhibition response (DIR) respectively at 20% hydrocarbon concentration. An enzyme
activity test revealed that these two fungi produced more Lac than MnP and LiP. It was also observed
through the GC/MS analyses that while A. oryzae acted on all hydrocarbon components in the used
engine oil, M. irregularis only degraded the long-chain hydrocarbons and BTEX. This study confirms
that A. oryzae and M. irregularis have the potential to be exploited in the bio-treatment and removal of
hydrocarbons from polluted soils.

Keywords: pollutants; dose inhibition response; extracellular enzymes; fungi; hydrocarbon
degradation; tolerance; bio-treatment

1. Introduction

An increase in anthropogenic activities has affected the natural environment in many ways. Studies
have been reported on the occurrence of several pollutants and their various products in different
environments [1-3]. In particular, the extraction, refinement, and transportation of petroleum oil and

Microorganisms 2020, 8, 1912; doi:10.3390/microorganisms8121912 www.mdpi.com/journal/microorganisms
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Simple Summary: The Kingdom of Fungi is one of the most significant microorganism kingdoms,
especially for soil fungi, which are still unexplored. Soil fungi play an extremely crucial role in
the biodegradation of pollutants, mainly hydrocarbons. In this paper, molecular analysis delivers
insights into laccase production by Aspergillus terreus KC462061 in the existence of crude oil, which is
supported by the presence of five inducers, including aromatic compounds and metal ions. This paper
established that the laccase of A. terreus KC462061 plays an essential function in the biodegradation
of crude oil, and the synergistic effect of the Cu-ABTS compound caused an increase in laccase yields
up to 22-fold after 10 days. This study confirmed that gas chromatography-mass spectrometry was a
very accurate tool to demonstrate the biodegradation efficiency of A. terreus KC462061 for crude oil.
The synergistic effect of the Cu-ABTS compound has the highest induction level of the transcription
profile. Lec11 and 12 were the main Lec genes in transcription profiles throughout the life cycle of
A. terreus KC462061, and their transcript abundance was correlated with the Cu-ABTS compound. A
quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) was used for the analysis of the transcription
profile of eight laccase genes in A. terreus KC462061. Cu-ABTS was highly effective for efficient
laccase expression profiling, mainly via Lec11 and 12 transcription induction.

Abstract: Fungal laccases have high catalytic efficiency and are utilized for the removal of crude oil
because they oxidize various aliphatic and aromatic hydrocarbons and convert them into harmless
compounds or less toxic compounds, thus accelerating the biodegradation potential of crude oil.
Laccases are important gene families and the function of laccases genes varied widely based on
transcription and function. Biodegradation of crude oil using Aspergillus terreus KC462061 was studied
in the current study beside the transcription level of eight laccase (Lcc) genes have participated in
biodegradation in the presence of aromatic compounds, and metal ions. Time-course profiles of
laccase activity in the presence of crude oil indicated that the five inducers individual or combined
have a very positive on laccase activity. In the status of the existence of crude oil, the synergistic effect
of Cu-ABTS compound caused an increase in laccase yields up to 22-fold after 10 days than control.
The biodegradation efficiencies of A. terreus KC462061 for aliphatic and aromatic hydrocarbons of
crude oil were 82.1 + 0.2% and 77.4 + 0.6%, respectively. The crude oil biodegradation efficiency was
improved by the supplemented Cu-ABTS compound in A. terreus KC462061. Gas chromatography-
mass spectrometry was a very accurate tool to demonstrate the biodegradation efficiencies of A. terreus
KC462061 for crude oil. Significant differences were observed in the SDS-PAGE of A. terreus KC462061
band intensities of laccase proteins after the addition of five inducers, but the Cu-ABTS compound
highly affects very particular laccase electrophoresis. Quantitative real-time polymerase chain

Biology 2022, 11, 564. https:/ /doi.org/10.3390/biology 11040564

https:/ /www.mdpi.com/journal/biology

77



	MÉMOIRE
	1 Les Hydrocarbures
	1.1 Origine des hydrocarbures
	1.2 Les hydrocarbures fossiles
	1.3 Les hydrocarbures actuels
	1.4 Les différents types d’hydrocarbures
	1.4.1 Les hydrocarbures aliphatiques ou n-alcanes
	1.4.2 Alcanes linéaires
	1.4.3 Alcanes ramifiés
	1.4.4 Cycloalcanes
	1.4.5 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques


	2 Le pétrole
	2.1 Origine
	2.2 La composition chimique

	3 Pollution marine
	3.1 Sources de la pollution marine
	3.2 Pollution physique
	3.3 Pollution chimique
	3.4 Pollution biologique
	3.5 La Pollution Par Les Hydrocarbures
	3.5.1 Devenir des hydrocarbures dans l’environnement marin
	3.5.1.1 Processus abiotiques
	3.5.1.1.1  Évaporation
	3.5.1.1.2 Transport de la nappe d’hydrocarbures
	3.5.1.1.3 Photo-oxydation
	3.5.1.1.4 Dissolution
	3.5.1.1.5  Émulsification
	3.5.1.1.6 Sédimentation

	3.5.1.2 Processus biologique
	3.5.1.2.1 Biodégradation
	3.5.1.2.1.1 La biodégradation des hydrocarbures





	4 Impacts des déversements d’hydrocarbures sur la vie marine
	5 Biodégradation des HAPs
	5.1 Biodégradation des HAPs par les bactéries
	5.2 Biodégradation des HAPs par les champignons
	5.3 Biodégradation des HAPs par les algues

	6 Facteurs physiques et chimiques affectant la biodégradation des hydrocarbures
	7 Surfactants
	8 Biosurfactants
	8.1 Propriétés
	8.2 Classification
	8.2.1 Les glycolipides
	8.2.1.1 Les rhamnolipides
	8.2.1.2 Les sophorolipides
	8.2.1.3 Les lipides mannosylerythrioles (LME) et les lipides à tréhalose

	8.2.2 Les lipopeptides
	8.2.2.1 Les surfactines
	8.2.2.2 Les lichenysines
	8.2.2.3 Les iturines
	8.2.2.4 Les fengycines

	8.2.3 Les Phospholipides
	8.2.4 Les acides gras
	8.2.5 Les lipides neutres
	8.2.6 Les biosurfactants polymériques
	8.2.7 Surfactants particuliers

	8.3 Production de biosurfactants
	8.3.1 Microorganismes producteurs de biosurfactants
	8.3.2 Applications
	8.3.2.1 Environnement



	Matériel et méthode
	1 Sites d'étude et échantillonnage
	1.1 Isolement des champignons
	1.2 Activités enzymatiques des champignons dominants sélectionnés
	1.3 Teste de biodégradation
	1.4 Les Amorces spécifiques des gènes laccase :
	1.5 La Transcription de gènes laccase à l’aide de qRT-PCR :

	Résultats
	1 Résultat d’isolement des champignons
	1.1 Résultat de l’activité enzymatique
	1.2  Les Effets des cinq inducteurs sur la production de l'enzyme laccase :
	1.3 Résultat de biodégradation
	1.4 La Biodégradation des hydrocarbures aliphatiques du pétrole lourd :
	1.5 La Biodégradation des hydrocarbures aromatiques du pétrole brut :
	1.6 Profil de transcription de huit gènes de laccase d’A. terreus KC46206

	Discussion
	Conclusion et perspective

