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RESUME

Lors de leur déversement dans l'environnement et de leur migration dans le sol,
les hydrocarbures pétroliers d'un mélange se répartissent entre quatre phases :
vapeur, aqueuse, liquide non aqueuse (libre) et particulaire (solide). De facon
générale, plus la chaine d'hydrocarbures du contaminant est longue, moins il
sera accessible aux micro-organismes naturellement présents au niveau de la
contamination. Cette notion d'accessibilité limite la portée des traitements
biologiques en premiére ligne puisque les micro-organismes ne peuvent entrer
en contact avec les contaminants pour les dégrader. Néanmoins, ceux-ci
demeurent biodégradables : c'est leur non-biodisponibilité qui entrave la

restauration biologique du sol.

Le lavage des sols contaminés aux composés hydrophobes difficilement
accessibles aux micro-organismes est une technologie physico-chimique
éprouvée pour leur restauration. Cette technologie, qui combine la séparation
selon la granulométrie des particules et le retrait des contaminants a l'aide
d'agents tensioactifs, présente toutefois quelques limitations. Celles-ci sont
d'abord d'ordre environnemental, puisque les agents tensioactifs actuellement
employés sont de nature synthétique et se montrent parfois toxiques et non
biodégradables. Elles sont ensuite d'ordre économique, car leur utilisation peut
représenter jusqu'a 50% du coGt de traitement des sols. Ce dernier facteur
limite grandement le recours au lavage de sol, ou il y a traitement de la majeure
partie du sol, face a l'enfouissement, ou il n'y a que déplacement de la

contamination.



Les travaux présentés dans ce mémoire se sont par conséquent penchés sur
l'exploration d'une voie de traitement pour un sol contaminé aux
hydrocarbures semi- et non-volatils, regroupés sous les Ci;-Cso. L'idée
instigatrice trouve son origine dans la substitution des agents tensioactifs
synthétiques (surfactants) par des biosurfactants. Ces derniers étant rarement
disponibles & échelle industrielle ou a prix acceptable pour le lavage de sol,
l'emphase fut mise sur l'étude d'une voie de production de biosurfactants
permettant la valorisation de rejets industriels en vue d'en diminuer les cofts
de production. Par ailleurs, en tenant compte que le procédé de lavage n'exige
pas 'emploi de produits purs, le potentiel des bouillons bruts de productions
de biosurfactants (i.e. non purifiés) fut étudié.

Une revue de la littérature a permis de sélectionner la levure Candida bombicola
ATCC 22214 comme souche productrice de biosurfactants en raison de sa forte
productivité, de son potentiel de production & partir de rejets industriels et de
son pH de croissance, ce dernier permettant d'entrevoir un mode de production

non stérile.

Les objectifs de la recherche ont ainsi porté sur deux aspects, soit la production
de biosurfactants et le lavage de sol avec ces derniers. Conséquemment, il fallut
démontrer la faisabilité de la production de biosurfactants par Candida bombicola
ATCC 22214 en milieu non stérile, & partir de rejets industriels, et vérifier la
faisabilité du lavage d'un sol contaminé aux Ci0-Cso a l'aide de milieux de
production non purifiés de Candida bombicola.

La levure croit et synthétise les biosurfactants en présence de glucose et d'huile
végétale. La substitution de ces deux substrats par de la mélasse non raffinée,



un sous-produit du raffinage du sucre, et de l'huile végétale usée, provenant de
l'industrie des croustilles, fut évaluée en Erlenmeyer. Les résultats n'‘ont montré
aucun effet significatif de I'huile végétale usée par rapport a de I'huile végétale
pure sur la production de biosurfactants. En contrepartie, la substitution du
glucose pur par de la mélasse a permis de maintenir un pH de production
optimal (3,5) en raison du fort pouvoir tampon de celle-ci, ce qui favorise la
production de biosurfactants. La production atteignit plus de 90 g/1 en 13 jours
pour les milieux contenant de la mélasse, par rapport a 70 g/1 pour ceux en

étant exempt et contenant du glucose.

Par la suite, les biosurfactants furent produits en réacteur de 80 litres, a partir
de mélasse non raffinée et d'huile végétale usée, en milieu non stérilisé. La
production obtenue dans ce cas fut de 70 g/1 en dix jours, pour un rendement
par rapport aux substrats allant jusqu'a 0,61 g/g. Le mélange de biosurfactants
obtenu a montré les mémes caractéristiques que celles publiées dans la
littérature pour ce type de biosurfactants. Ainsi, la concentration micellaire
critique fut mesurée a 25 mg/l1 et des chromatographies en couche mince ont
permis de confirmer l'identité du mélange. Par ailleurs, la composition du
mélange de production brut ne semblait pas affectée aprés deux mois

d'entreposage a 4°C.

Les solutions de biosurfactants non purifiées, employées comme solution de
lavage, ont permis de retirer 39 % des Cio-Cso contenus dans un sable (Gparticules
< 1 mm) initialement contaminé a 13 400 mg/kg sec. La dilution des solutions
jusqu'a une concentration de 40 % (v/v) en solution brute n'a pas diminué
l'efficacité des lavages, qui furent réalisés en mode cuvée. Les sols lavés

rencontraient les critéres du Ministére de I'environnement et de la faune pour



une réutilisation dans un terrain a vocation commerciale ou industrielle (plage
B-C). Cependant, l'huile végétale résiduelle provenant du milieu de production
créait vraisemblablement des interférences dans les analyses de contaminants et

celles-ci surestimaient la contamination réelle des sols lavés.

Les résultats de cette recherche démontrent la faisabilité d'une production de
biosurfactants par Candida bombicola ATCC 22214 pouvant répondre aux
exigences industrielles. La production fut démontrée en milieu rion stérile, a
partir de rejets industriels et a grande échelle. De plus, les contréles associés a
la production étaient & leur minimum, puisque aucune régularisation de
température ou de pH externes n'étaient appliqués. Les solutions produites
dans ces conditions peuvent étre entreposées au moins deux mois sans en
altérer l'efficacité. Telles que produites, ces solutions peuvent étre diluées et
restaurer un sable contaminé a 13 400 mg/kg C10-C50 jusqu'a 1 500 mg/kg.
Les solutions de lavages sont biologiques et vraisemblablement biodégradables.
Des essais supplémentaires sur le traitement des eaux de lavage et sur le
polissage du sol lavé devraient &tre toutefois réalisés pour vérifier leur

dégradation et la toxicité éventuelle des sous-produits de dégradation.

Enfin, la capacité de l'huile végétale seule a laver les sols fut évaluée. En effet,
I'huile végétale est un composant organique possédant des propriétés lui
permettant de jouer le réle d'un solvant lourd. Les séries de lavage réalisées ont
effectivement révélé un réel potentiel de l'huile végétale a extraire les
contaminants hydrophobes peu solubles. Cette capacité devrait étre évaluée
pour d'autres contaminants (BPC, HAP, etc) et pour d'autres matrices.



ABSTRACT

Once released in the environment, petroleum hydrocarbons migrate in the
subsurface and partition between four phases: vapor, aqueous, non-aqueous
liquid (free) and particulate (solid). Usually, the longer the hydrocarbon chain
length, the less it will be accessible to the naturally occuring microorganisms
present near the contamination. The unavailability of these compounds limits
attemps to bioremediate polluted soils. The fact is, these pollutants remain
biodegradable and it is their non-bioavailability that accounts for their

persistence in the soil matrix.

Soil washing is a physico-chemical process involving particle size-separation
and chemical desorption of the contaminants with help from surface active
agents known as surfactants. The technology has been proven efficient for the
removal of highly hydrophobic components from contaminated soils.
Nervertheless, its application is hindered by the chemical nature of the
surfactants used, which can be toxics and non degradables. Economics also
play an important part, as surfactants are still expensive and can represent up
to 50% of the total treatment cost. Consequently, landfill disposal is actually by
far preferred, and therefore, the soils are not really treated.

The exploration of a soil washing process involving biosurfactants instead of
their synthetic counterparts was the aim of the work presented here. The
intricacy being the poor availability of biosurfactants at an industrial scale and
their high associated cost, the emphasis of the research focused on the use of
unexpensive raw substrates for the production of biosurfactants and the

lowering of their cost. Furthermore, soil washing must not necessarily involve



pure products, so the potential of raw biosurfactant production broths was
studied as washing solutions for a 13 400 mg/kg (dry) Ci0-Cso contaminated

sand (dia < Imm).

A review of the existing litterature lead to the choice of the yeast Candida
bombicola ATCC 22214 as a biosurfactant-producing organism. Its high
productivity, its potential of being produced from unexpensive raw substrates
and its low pH growth were all factors leading to its selection. The latter

having its importance for a non-sterile production process.

The research objectives followed two ways, one being biosurfactants production
from Candida bombicola from industrial by-products under non-sterile

conditions, the other being the use of these raw production broths for soil

washing.

Glucose and vegetable oil are necessary for high biosurfactant production with
the yeast C. bombicola. In the present research, these pure substrates were
substituted without further purification with raw molasses, a by-product from
sugar refinery, and used vegetable oil from food industry (chips processing).

The results showed that used vegetable oil instead of pure canola oil has little or
no effect on the cultivation course of Candida bombicola. On the other side, the
capacity of raw molasses to act as a buffer helped to maintain an optimum pH
value (ca. 3.5) throughout the fermentations, compared to the cultivations in
pure medium where pH dropped to values between 2.6 and 2.8. This factor
probably contributed to better productivity in mediums containing raw



molasses instead of glucose, which were 90 g/I and 70 g/1 in biosurfactants
after 13 days of cultivation, respectively.

The same medium containing raw molasses and used vegetable oil was then
used for a non sterile production of 80 liters in an agitated reactor. The
biosurfactants production obtained after 10 days of cultivation was 70 g/1 and
yielded up to 0.61 g/g against the substrates consumed. The biosurfactants
solution obtained showed the same characteristics as those published for pure
cultivations. The critical micelle concentration was then measured at 25 mg/1
and thin-layer chromatography performed on broth extracts were similar to
those published for the components. The storage of raw production broth at

4°C for up to two months did not affect composition of the solution.

Raw production broths could remove 89% of Cio-Cso contained in the soil
(dia.<1 mm) initially contaminated with 13 400 mg/kg Cic-Cso. Use of wash
solutions which were diluted down to a concentration of 40 % (v/v) in raw
biosurfactant broth did not affect the removal efficiency of the soil washing
process, which was conducted under batch conditions. Washed soil met the B-
C restauration criteria (MEF) for its reuse in a commercial or industrial site.
However, residual vegetable oil contained in the raw production broths used as
wash solutions interfered with contaminants analysis, and most probably

overestimated the real contamination level in the washed soil.

Results obtained in this research show the feasibility of a biosurfactant
production process involving Candida bombicola ATCC 22214 which could meet
industrial needs. Production under non sterile conditions from cheap
industrials by-products was demonstated to be comparable to those obtained



xiii

for pure processes, even at a larger scale. The process used was most simplified
and did not involve any controls of temperature or pH, as they could self-
regulate. Raw production solutions can be stored up to two months with no
significant effect on their efficiency as washing solutions. As produced, diluted
biosurfactants-containing solutions could lower the Ci0-Cso soil contamination
to 1,500 mg/kg (dry). Wash solutions are most probably biodegradable but
toxicity tests should be made to verify possible treatment ways. Same tests
should be made on biopile treatment of the washed soil for degradation of
residual contaminants or vegetable oil.

Finally, the evaluation of vegetable oil alone as an extracting agent was studied.
Properties of vegetable oil could make it act as a heavy solvent. Soil washing
assays confirmed the great potential of vegetable oil used as an extracting
agent. Up to 88 % of the C10-Cso were removed for a 120 g/1 aqueous solution
of used vegetable oil which is most probably biodegradable, available at a low
cost and does not involve a production process for the extracting agent. Further
experiments on this ability of vegetable oil is recommended as it could be
integrated in bioprocess or environmental engineering. Vegetable oil could act
as an extracting agent for a number of hydrophobic compounds (PCBs, PAHs,
etc).
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AVANT-PROPOS

Les sols contaminés restaurés jusqu'a la plage B-C des critéres du ministeére de
l'environnement et de la faune peuvent étre employés comme matériau de
remblai dans un site d'enfouissement. Dans l'optique d'une chaine de
traitement globale opérant sur un tel site, un mode de traitement des sols
contaminés employant les ressources disponibles sur un site d'enfouissement
fut envisagé. C'est pourquoi les efforts de cette recherche ont d'abord porté sur
le lixiviat de site d’enfouissement, qui fut initialement identifié comme rejet
industriel cible pour la production de biosurfactants destinés au lavage de sols

contaminés.

Les expériences visaient a stimuler la synthese de biosurfactants par les micro-
organismes indigénes du lixiviat, en contrélant certains besoins nutritionnels et
conditions de productions documentées pour les biosurfactants en général.
Bien que présentant initialement des propriétés tensioactives, le lixiviat de site
d’enfouissement ne semblait cependant pas contenir les micro-organismes
producteurs de biosurfactants. C'est a la suite de ces résultats que le choix d’un
micro-organisme producteur s'est imposé, ce qui impliquait également la mise
de coté du lixiviat de site d’enfouissement comme milieu de production a cette
étape. Ce choix de micro-organisme fut cependant réalisé dans I'optique d'une

production a partir de rejets industriels.

Par conséquent, les résultats générés a partir de lixiviat de site d'enfouissement
ne font pas l'objet de ce rapport, car les travaux ont rapidement été dirigés sur

la production de biosurfactants a partir d'un inoculum pur.



INTRODUCTION

Les hydrocarbures pétroliers forment une classe de produits d'usage
mondialement répandu et d'applications multiples. Les composés
d'hydrocarbures sont nombreux et communément classés en fonction du
nombre d'atomes de carbones contenus dans leur chaine. Ainsi, les
hydrocarbures pétroliers totaux sont représentés sous les C10-Cso. Parmi ceux-ci
se situe toute une gamme de composés se répartissant entre volatils (Cs-Cio),

semi-volatils (C11-Cis) et non-volatils (Cis et +) (U.S.EPA, 1991).

Lors d'un déversement dans I'environnement, il y a répartition de ces composés
au sein de quatre phases, soit une phase vapeur ou se dirigent les volatils, une
phase libre ou se retrouvent les composés peu solubles, une phase aqueuse ou
certains composés sont solubilisés, et enfin une phase solide ot les composés les

plus lourds et les plus hydrophobes sont adsorbés (Cookson, 1995).

Parmi les traitements préconisés pour la restauration des sols (phase solide) se
situent les procédés de mise en décharge, d'encapsulation/stabilisation et
d'incinération (US.EPA, 1997). Mais les cofits reliés a l'incinération et la
réticence grandissante du public face a cette option y limitent le recours (Davis
et al., 1995). D'autre part, les procédés de stabilisation et de mise en décharge ne
peuvent étre retenus comme solutions a long terme puisqu'ils ne constituent
pas des voies de traitement. Il faut par conséquent viser l'application de
technologies alternatives pour la restauration de sols contaminés. Celles-ci
comprennent entre autres l'extraction par solvant, l'extraction sous vide, la

désorption thermique, le lavage de sol, la vitrification, et la biorestauration.



Elles n'occupaient toujours en 1995 qu'environs 40% du marché américain, ce
pourcentage demeurant relativement stable depuis 1992 (US.EPA, 1991 ;
U.S.EPA, 1997).

Le traitement par biorestauration de sols contaminés par des hydrocarbures de
haut poids moléculaire (Cs-Cso) comme les huiles de lubrification demeure
laborieux en raison des propriétés physiques des polluants. Mais il est essentiel
de retenir que s'ils sont difficilement biodégradés, ces composés demeurent tout
de meéme biodégradables et que c'est la non disponibilit¢ des polluants
organiques aux micro-organismes dégradeurs qui limite la portée des
traitements biologiques (Alexander, 1994 ; Zhang et Miller, 1992) en téte de
procédé.

Le mariage des bioprocédés et des technologies physico-chimiques peut dans ce
cas tre avantageux. Il s'agit d'intégrer les procédés biologiques aux procédés
physico-chimiques : le concept de chaine de traitement prend toute son
importance et est particulierement approprié dans les cas de contamination
complexe aux hydrocarbures récalcitrants (Samson, 1994). Néanmoins, le
probleme typique de génération de sous-produits de traitements, comme des
acides et des solutions de lavage toxiques, par les procédés physico-chimiques

demeure, de méme que leurs cofts élevés d'application.

La récalcitrance de certains composés pétroliers a la biodégradation résulte de
leur forte adsorption sur les particules de sol. La technologie du lavage de sol
(ex situ) avec agents tensioactifs est une voie de traitement innovatrice
précisément congue pour remédier a cette problématique (US.EPA, 1991 ;
Freeman et Harris, 1995). Mais les agents tensioactifs (aussi appelés surfactants)



présentement employés a cette fin sont de nature synthétique, souvent toxiques
et non biodégradables, générant par conséquent une solution de lavage riche en
contaminant(s) et surfactants en cours de traitement (Sims, 1990). De plus, si les
surfactants sont efficaces pour le lavage des sols (Ang et Abdul, 1991), leur
usage est fortement limité par leur cofit excessif qui peut s'élever jusqu’a 50%

du cofit total d"un procédé (Zhou et Kosaric, 1995).

La substitution des surfactants synthétiques par des surfactants biologiques, des
biosurfactants, se présente comme ['intégration idsale d'une composante
biologique au procédé physico-chimique de lavage. Cependant, ceux-ci n'étant
disponibles ni en quantités industrielles ni & des prix concurrents, il faut, pour
satisfaire aux exigences industrielles, étudier une voie de production de

biosurfactants qui soit économiquement acceptable a des fins de lavage de sol.

L'utilisation de produits purs n'est pas primordiale dans le procédé de lavage
de sol : cet énoncé est a la base des simplifications et modifications étudiées
dans la présente recherche. Ainsi, l'utilisation de biosurfactants non purifiés et
de milieux de production non stériles pourrait satisfaire aux besoins du procéde
de lavage de sol. Plus encore, I'usage de rejets industriels comme base de
production des biosurfactants permettrait de diminuer les cofits reliés aux
substrats utilisés pour leur biosynthese tout en favorisant la valorisation de ces

résidus.

Dans cette lignée, le présent projet explore une voie de traitement pour un
sol contaminé aux hydrocarbures lourds ou l'emphase est mise sur la
valorisation de rejets industriels dans un procédé de lavage de sol. L'idée
instigatrice repose sur la substitution des surfactants synthétiques



actuellement employés pour le lavage de sol par des surfactants
biologiques. Deux aspects sont donc considérés, a savoir la production de
la solution de lavage et le lavage proprement dit.

Hypothése de recherche

L'hypothése sur laquelle se base la recherche s'énonce comme suit :

e Des solutions de production de biosurfactants non purifiées, lesquelles
sont produites par Candida bombicola ATCC 22214 en milieu non
stériles a partir de rejets industriels, peuvent laver un sol contaminé aux

hydrocarbures pétroliers peu ou non-volatils, regroupés sous les C10-Cso.

Objectifs

Les travaux se scindent en deux volets, soit la production de biosurfactants et le

lavage des sols, et les objectifs correspondants sont les suivants :

@ Démontrer la faisabilité de la production de biosurfacants par Candida
bombicola ATCC 22214 en milieu non stérile, a partir de rejets

industriels ;

o Vérifier la faisabilité du lavage d'un sol contaminé aux Cio-Cso a l'aide
de milieux de production non purifiés de Candida bombicola.
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CHAPITRE 1

REVUE DE LITTERATURE

Le chapitre 1 présente les éléments pertinents pour cerner le cadre de la recherche,
preciser le domaine d'application et fournir les informations nécessaires a la
compréhension du contexte du projet et de son évolution. Ces informations ont été
puisées dans les revues scientifiques, livres techniques et rapports publics. En premier
lieu, un approfondissement de la problématique des hydrocarbures pétroliers et des sols
contaminés est présenté, suivi d'un exposé sur la technologie du lavage de sol. Ensuite,
une importante section se consacre aux agents tensioactifs chimiques et biologiques, q

leurs propriétés et caractéristigues.



11. LES HYDROCARBURES PETROLIERS ET LES SOLS CONTAMINES

La deuxieme révolution industrielle de 1880 répandit 'usage de nouvelles
énergies dont les produits pétroliers englobaient une large part et demeurent
aujourd'hui la principale source (Willerval et al., 1988). Comme pour la plupart
des produits chimiques a cette époque, leur développement et leur utilisation
précédaient la connaissance compléte de leurs impacts sur I'environnement et la

santé humaine.

A la suite de certaines étapes de raffinage, les hydrocarbures pétroliers sont
acheminés vers des points de distribution et des industries diverses. Ces
composés y sont employés comme carburants, solvants et produits primaires
dans les industries du textile, pharmaceutique et plastique; ils représentent une
des fractions les plus usées de produits chimiques dans le monde industrialisé
(Reisinger, 1995). De pair avec cet usage généralisé naissent de nombreux sites

contaminés, dont plusieurs seront pius tard orphelins.

Ce n'est qu’a partir des années 60 que la sensibilisation face aux conséquences
environnementales des usages des produits chimiques fut amorcée, notamment
avec la mise au jour des effets néfastes du DDT (U.S.EPA, 1995). C'est ainsi que
le ministere de 1'Energie et des Ressources (MER) n'adopta qu'en 1991 le
Reglement sur les produits pétroliers qui exige pour l'an 2001 le remplacement
de tous les réservoirs souterrains en acier non protégé contre la corrosion et
utilisés pour l'entreposage de carburant, lubrifiant ou de mazout (Table de
concertation sur les lieux contaminés, 1993). L'introduction de ce réglement



reconnait la présence de la contamination des sols au voisinage de ces
réservoirs et la nécessité d'y remédier. Il fut esimé qu'en regard de ce
réglement spécifique, il y avait au Québec en 1993 plus d'un million de metres
cubes de sols contaminés aux hydrocarbures (Table de concertation sur les lieux
contaminés, 1993). Mais nombre d'autres contaminations prennent leur origine
de déversements accidentels (contamination ponctuelle) ou fonctionnels
(contamination constante) qui sont reliés a l'utilisation et manipulations
courantes des hydrocarbures. Par exemple, les raffineries, les zones
aéroportuaires et les lieux d’entretien de véhicules ne sont que quelques-unes
des autres sources ayant contribué a la création de sites contaminés aux
hydrocarbures (Cookson, 1995 ; Reisinger, 1995 ; US.EPA, 1997). De plus,
comme ces terrains se situent fréquemment en zone industrielle et qu'ils offrent
un fort potentiel de développement, le marché actuel de I'achat et de la revente
de terrains est un facteur supplémentaire pour une décontamination active des

terrains.

Par leur importance, les terrains contaminés aux hydrocarbures pétroliers sont
d'un intérét particulier pour la mise au point de procédés de restauration.
Ceux-ci, apres avoir porté sur les composés les plus manifestes comme les
composés volatils, visent de plus en plus leurs composés les plus difficiles a
retirer ou éliminer du sol (Reisinger, 1995 ; US.EPA, 1997). Cette résistance
s'explique par leur migration et leur répartition dans le milieu aprés un

déversement.

Le degré de contamination et les actions a entreprendre pour restaurer le site
sont définis au Québec a partir de certains critéres incluant la sensibilité de



l'usage du terrain, la concentration du ou des contaminants, leur nature et, plus
récemment, leur toxicité (MEF, 1996).

1.1.1. STRUCTURES ET PROPRIETES DES HYDROCARBURES

Les hydrocarbures forment une classe de nombreux composés aux
caractéristiques différentes. La plupart des mélanges d'hydrocarbures sont
constitués de composés aliphatiques, alicycliques, aromatiques et aromatiques
hétérocycles (Cookson, 1995). Les hydrocarbures aliphatiques sont caractérisés
par une chaine linéaire d'atomes de carbone qui peut contenir des liaisons
doubles ou triples ainsi que des ramifications. Les alicycliques sont caractérisés
par un anneau carboné dans leur structure, tandis que les aromatiques
présentent un anneau de benzéne qui se reconnait par des liens doubles en
alternance entre chaque atome de carbone. La figure 1.1 illustre les structures
de base. Enfin, les composés hétérocycles sont des composés aromatiques dont

un atome est un atome de soufre, d'azote ou d'oxygene (figure 1.2).

TR AR A 2
C H H
H—C-C-C-C-C-C-C—H =\ 7 ‘C’H 7
[ T H- “H "
HHHHHHH Ny L 1
a) heptane AN AN .
Y hep - ,c_ H H " 'H
H H I:{
b) cyclohexane c) benzéne

Figure 1.1 Structures de base des hydrocarbures. a) composé
aliphatique. b) composé alicyclique. c¢) composé
aromatique.



@ : anneau de benzene

Figure 1.2 Hydrocarbure hétérocycle (dibenzothiophéne).

A titre d'exemples, on retrouve typiquement dans le diésel (fuel oil n°2) environs
30% d'alcanes (aliphatiques), 45% de cycloalcanes (alicycliques) et 25%
d'aromatiques. L'huile brute (crude oil) quant a elle peut contenir jusqu'a 22%
d'hétérocycles (Cookson, 1995). D'autres composés couramment retrouvés dans
les mélanges d'hydrocarbures sont mentionnés au tableau 1.1 en fonction de
leur classe. Par ailleurs, il est également fréquent de regrouper les
hydrocarbures sous le nom du produit commercial ot on les retrouve (tableau
12).

Tableau 1.1 Exemples d'hydrocarbures et leurs classes

Classe Composés

Aliphatiques  3,3,4-triméthylhexane, 1-penténe
Alicycliques cyclopentane, cyclohexane
Aromatiques  naphtalene, BTEX!

Hétérocycles  carbazole

Source: (Cookson, 1995).
1Benzene, toluéne, éthylbenzéne et xylénes (ortho-, méta- et para-).
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Tableau1.2 Composition des produits pétroliers.

Produit commercial Composants majoritaires Nombrede Volatilité

carbones
Gaz Alcanes ramifiés/ non 1-5 Volatils
ramifiés.
Essence (gasoline) Cycloalcanes et 6-10 Volatils
alkylbenzénes ramifiés/non
ramifiés.
Pétrole lampant ou Alcanes, cycloalcanes, 11-12  Semi-
kéroseéne/diésel n°1  aromatiques (dont quelques volatils
polyaromatiques),
ramifiés/ non ramifiés.
Huiles légeres, Alcanes, cycloalcanes, 12-18  Semi-
gazole aromatiques et cycloalcanes volatils
aromatiques. Oléfines.
ramifiés/ non ramifiés.
Huiles lourdes et Hydrocarbures lourds. 18-25  Non-volatils
huiles lubrifiantes
légeres.
Lubrifiants Composés polycycliques 26-38  Non-volatils
lourds
Mazout 38 + Non-volatils
Asphalte ou brais

SOURCE: (Hart et Conia, 1987).

Le tableau 1.2 indique la tendance des produits pétroliers commerciaux a se
volatiser ; cette propriété est d'importance pour Il'évaluation de Ila
contamination, sa répartition et le choix d'une technique de traitement, qui sont
abordés a la section suivante.
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1.1.2. MODELE DE REPARTITION DES HYDROCARBURES

Lors d’'un déversement, les hydrocarbures d'un mélange se répartissent selon

quatre phases au cours de leur migration dans le sol (Cookson, 1995 ; Reisinger,

1995 ; Mihelcic, 1995) :

4.

1. Une phase vapeur;
2.
3. Une phase libre;

Une phase adsorbée (associée a la phase solide);

Une phase dissoute.

Le modele conceptuel de la migration des hydrocarbures dans le sol et les eaux

souterraines est illustré a la figure 1.3.

PHASE VAPEUR

Equilibres de
sorption/
solubilisation

Phase
adsorbée

Figure1.3 Modéle conceptuel de partition entre les phases d'un

contaminant dans un sol (adapté de Reisinger, 1995).
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Le tableau 1.3 donne la distribution typique des composés de I'essence dans les
phases du sous-sol a la suite d'un déversement. On y remarque que la majeure

partie des contaminants se retrouve dans la phase adsorbée.

Tableau1.3 Distribution des composés de l'essence dans le sous-sol 4 la suite
d'un déversement.

Phase Volume (litres)
Vapeur 25
Libre variable
Asorbée 962
Dissoute (eaux souterraines) 13
Total 1000
(en plus de la phase libre)

SOURCE : (Cookson, 1995).

Les interactions entre les hydrocarbures et la matrice qui les recueille sont
fonction des caractéristiques physico-chimiques de chacun et peuvent étre
représentées par des relations mathématiques. Par exemple, la proportion d'un
contaminant qui s'est évaporé peut &tre estimée par la loi des gaz parfaits,
I'atmosphére de la zone vadose étant, comme l'atmospeére extérieure,

principalement constituée d'azote et d'oxygene (Mackay et Paterson, 1981).

Volatilité

La tendance d'un composé a se volatiliser d'une solution liquide est exprimée
par la loi de Henry (éq. 1.1) qui relie la composition a I'équilibre d'un liquide a
une constante (Felder et Rousseau, 1986). A partir de cette équation, on
remarque que la constante de Henry est inversement proportionnelle a la

solubilité du composé dans le liquide.
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On peut également évaluer la volatilité par le biais de la pression de vapeur du
composé au-dessus de sa phase libre. Comme la phase libre est un mélange
d'hydrocarbures, des substances similaires, la pression de vapeur d'un
contaminant donné du mélange peut étre reliée a sa composition. Cette relation
est représentée par la loi de Raoult (éq.1.2) (Felder et Rousseau, 1986). Plus la
pression de vapeur est élevée, plus le contaminant aura tendance a se
volatiliser.

Loi de Henry*:
pa=yaP = xaHa (T) (éq.1.1)
Ou:
pa: Pression partielle de I'hydrocarbure A dans la phase gazeuse (zone
vadose);
ya: Fraction molaire de I'hydrocarbure A dans la phase gazeuse;
P.Pression totale;
xa : Fraction molaire de I'hydrocarbure A dans la phase liquide;
Ha (T) : Constante de la loi de Henry du composé A dans l'eau, a la
température du systeme.

*La loi de Henry est généralement applicable aux solutions diluées en A (contaminant),

ce qu'on observe lorsqu'il est question de contamination.

Lot de Raoult:

pa=yaP = xapa*(T) (eq.1.2)
pa*(T): Pression de vapeur du composé liquide A pur, a la température
du systeme.
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Suivant ce qui précéde, plus la constante de Henry est élevée, plus le composé
aura tendance a se volatiliser. Ainsi dans la zone vadose qui est non saturée en
eau, les composés trés volatils vont tendre a se disperser dans 'atmosphere de
cette zone et pourront étre traités par extraction sous vide. Les hydrocarbures
de moins de 10 atomes de carbone, dont les BTEX (benzeéne, toluene,
éthylbenzene, o-xyléne, m-xyléne et p-xylene) font partie, sont effectivement de
plus en plus couramment extraits par cette voie. Celleci est souvent identifiée

dans la littérature par le terme SVE pour soil-vapor extraction (U.S.EPA, 1997).

Adsorption

On entend par adsorption la rétention d'un soluté en solution par la surface
d'un matériau solide, alors que l'absorption réfere a la rétention du soluté a

l'intérieur de la masse du solide (Alexander, 1994).

Lors d'un déversement, les hydrocarbures a migrent, de pair avec l'eau
souterraine, dans les pores du sol, ce qui l'entraine éventuellement dans
l'aquifere. Au cours de cette migration, certains composés de faible solubilité
vont se répartir sur d'autres phases non-polaires comme le sol, les sédiments et
d’autres matériaux organiques tels les acides humiques (Alexander, 1994 ; Bai et
al., 1997 ; Cookson, 1995 ; Thangamani et Shreve, 1994). La force de cette
adsorption dépend du contaminant et de la matrice sur lequel il est adsorbé.

En général, la tendance d'un composé a s'adsorber sur un matériau est évaluée
par le coefficient de partition octanol/eau (Cookson, 1995 ; Raghavan et al., 1990
; US.EPA, 1997), un coefficient indépendant de la matrice d'adsorption mais
inversement proportionnel a la solubilité aqueuse du composé et directement
proportionnel a son poids moléculaire (US.EPA, 1991). 11 représente la
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proportion du composé qui se retrouve dans la partie organique d'un mélange
égal d'octanol et d'eau. Plus le composé sera soluble dans la phase organique
(octanol), plus il aura tendance a s'adsorber sur les particules de sol ou de

matiére organique.

Plusieurs valeurs de coefficients, normalement identifié sous le log Kow d'un
composé, sont compilées pour divers contaminants et disponibles dans la
littérature. Ainsi, un log Kow supérieur a 3,5 indique une tendance élevée a
l'adsorption (U.S.EPA, 1991) : le composé est plus de 3500 fois plus soluble dans
la partie organique que dans la partie aqueuse. L'étendue de la rétention des
contaminants est directement corrélée avec la valeur du coefficient de partition
octanol-eau et le pourcentage de carbone organique dans le sol (Alexander,
1994). En effet, la matiere organique présente dans le sol exerce une forte
attraction sur les composés hydrophobes. Pour ces raisons, la présence d'argile
et de matiere organique dans un sol influencera l'efficacité des traitements

d'extraction (Alexander, 1994 ; Freeman et Harris, 1995 ; Raghavan et al., 1990).

A titre d'exemples, le chloroforme, un solvant trés volatil, posseéde un coefficient
de partition faible (log Kow = 1,97), les BTEX ont des coefficients de partition
modérés (2,5 < log Kow < 3,5), tandis que celui de I'anthracéne, un hydrocarbures
aromatique polycyclique, est élevé (log Kow = 4,45) (U.S.EPA, 1991). Le tableau
1.4 présente quelques exemples d'hydrocarbures et leurs propriétés.

L'adsorption est d'autant plus forte que la surface spécifique des particules est
grande. Plusieurs études ont montré que le niveau de contamination décroit
avec la taille des particules (Park et Jaffé, 1995 ; US.EPA, 1991 ; U.S.EPA, 1998).
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Par conséquent, I'adsorption est importante sur les particules d'argile, qui ont
une grande surface spécifique (environ 1000 m2/g d'argile).

Tableau14 Quelques hydrocarbures et leurs propriétés

Hydrocarbure Formule Solubilité log Kow?
moléculaire aqueuse
(mg/)
n-décane! CiocH2 51 x 103 5,62
n-dodécane! CiaHas 36 x 10+ 6,51
n-hexane! CsHia 12 4,11
“cyclohexane? CeHiz 55 3,44
benzéne? CsHe 17 x 102 2,13
toluene® C7Hs 50 x 101 2,69
o-xylene? CsHio 17 x 101 3,12
naphtalenet CioHs 32 3,36
phénanthréne? CisHo 13 x 101 4,57
pyrénet CieHio 14 x 102 5,18

! n-alcanes, sites contaminés aux liquides légers non aqueux (LNAPL), comme

I'essence, le kéroséne et le carburant d'avion a réaction (jet fuel).

2 cycloalcane

3 aromatiques volatils (BTX) ou aromatiques monocycliques (HAM)

i aromatiques polycycliques (HAP) représentatifs des liquides denses non aqueux (DNAPL)
¢ log Kow < 2,5 : faible ; 2,5 < log Kow < 3,5 : modéré ; log Kow > 3,5 : élevé (U.SEPA, 1991)
SOURCES : (Diallo et al., 1994 ; Edwards et al., 1991).

Porosité

La porosité est une des plus importantes caractéristiques propre au sol
influencant les interactions avec les contaminants (Cookson, 1995). Elle est
définie par le volume des vides sur le volume total d'un élément de volume de
sol. Elle s'exprime en pourcentage et dépend principalement de la distribution
des particules et de la structure du sol. Le tableau 1.5 présente les valeurs
typiques de porosité pour différentes classes granulométriques.



17

Tableau 1.5 Porosité de différents types de sol

Sol Porosité (%)
Gravier grossier 24-36
Gravier fin 25-38
Sable grossier 3146
Sable fin 26-53
Limon 34-61
Argile 34-60

SOURCE : (Cookson, 1995).

En principe, plus la porosité est élevée, plus le sol pourra contenir une part
importante de contaminants. En régle générale, les contaminants difficiles a
déloger se retrouvent en surface et a l'intérieur des pores du sol (Ang et Abdul,
1991). La pluie tombant sur ie sol peut servir d'exemple pour expliquer les
forces capillaires causées par la présence des pores. L'eau qui s'infiltre dans le
sol remplit les pores en déplacant l'air et sature éventuellement le sol. A l'arrét
de la pluie, 'humidité du sol diminue en raison de la gravité. Mais en raison de
la tension de surface de I'eau, une quantité d'eau demeure adhérée au sol. Pour
retirer cette eau, il faut appliquer une pression supérieure a celle exercée par la
gravité. La succion nécessaire représente le potentiel matriciel du sol. Plus les
pores du sol sont petites, plus les forces capillaires et le potentiel matriciel
seront élevés (Cookson, 1995). Ainsi, les forces capillaires sont les principales

forces retenant les composés hydrophobes dans le sol (West et Harwell, 1992).

Les pores penvent étre qualifiées de macropores (diametre supérieur a 100 um)
ou de micropores (diametre inférieur a 100 um). Ce facteur est déterminant en
biorestauration, puisqu'on considére que les bactéries migrent peu dans les
micropores, trop étroites (Vandermark et Batzing, 1987). Il fut cependant
prouvé que la restauration de systémes hydrogéologiques poreux contaminés
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par des huiles peuvent étre améliorée a l'aide de surfactants (Ang et Abdul,
1991). Ceux-ci, en diminuant la tension de surface de l'eau, augmentent
I'habileté des forces visqueuses a contrer les forces capillaires qui retiennent les
contaminants dans les pores, ce qui facilite leur déplacement (Ang et Abdul,
1991). Les hydrocarbures semi-volatils et non-volatils peu solubles ( > Ci1) qui
se présentent sous forme liquide non-aqueuse (ron-aqueous phase liquid, NAPL),
font généralement partie des contaminants devant étre délogés des particules

de sol par extraction pour que celui-ci soit restauré.
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1.2. LA TECHNOLOGIE DU LAVAGE DE SOL

Les propriétaires et promoteurs de terrains contaminés démontrent en général
de l'intérét pour un traitement de restauration rapide du terrain. En effet, la
dynamique d'achat et de revente de terrains incite les promoteurs a les
décontaminer avant la revente, puisque les institutions financieres n'accordent
plus de préts aux acheteurs de terrains contaminés, en cas de non-solvabilité de
ces derniers (Meunier, 1994 ; Samson, 1994). Dans ce contexte, la technologie

doit permettre une restauration rapide et permanente des sols.

Bien que le recours a la technologie du lavage de sol soit marginal au Québec et
aux Etats-Unis, plusieurs rapports de I'Agence de protection environnementale
des Etats-Unis (U.S.EPA) et études scientifiques démontrent son efficacité pour
le traitement de sols contaminés aux composés organiques hydrophobes, aux
métaux et aux matériaux radioactifs (Freeman et Harris, 1995 ; Misra et Mehta,
1995 ; Raghavan et al., 1990 ; US.EPA, 1991; US.EPA, 1997 ; US.EPA, 1998).
Elle est par ailleurs beaucoup plus largement employée en Allemagne ou l'on
traite majoritairement des sols contaminés aux huiles minérales (Glass et al.,
1995). La popularité en Allemagne et en Europe pour cette technologie est
encouragée par une forte tendance vers des centres de traitement centralisés,
permettant la restauration de dizaines de milliers de tonnes de sol par année
(Glass et al., 1995).
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1.2.1. DESCRIPTION DE LA TECHNOLOGIE

La technologie du lavage de sol est un procédé de réduction de volume et de
lavage mécanique a base d'eau qui utilise des unités physiques pour concentrer
et retirer les contaminants. Les contaminants sont retirés du sol selon l'une
et/ou l'autre des voies suivantes (Raghavan et al., 1990 ; US.EPA, 1997 ;
U.S.EPA, 1998) :
¢® Par concentration des contaminants dans un volume réduit
(10% a 30% du volume initial, (U.S.EPA, 1992)) de scl a la suite
d'une séparation des particules;
* Par solubilisation des contaminants dans la solution de lavage.
Les premieres étapes du procédé visent a défaire les agrégats de sol en
particules simples de gravier (fraction grossiere, Dparticules > 4,75 mm!), sable
(fraction sablonneuse, 0,075 mm< Dparticules < 4,75 mm!), limon et argile (fraction
fine, Dparticutes < 0,075 mm?). Un frottement intense et abrasif entre les particules
libere les fines et le sable contaminés collés en surface des fractions plus
grossiéres. Ensuite, ces particules sont ségrégées par le biais de tambour rotatif,
d'eau a haute pression et de séparateurs hydrogravimétriques (hydrocyclones,
vis sans fin, unité de flottation, etc.). Un exemple de procédé de lavage de sol
est présenté a la figure 1.4. Au cours de ces étapes et selon la contamination,
des agents d'extraction chimiques (acides, bases, agents chélants et surfactants)
peuvent &tre introduits pour faciliter l'enlévement et la dispersion des
contaminants de la surface des particules (Raghavan et al., 1990 ; USEPA,
1998).

1 Selon la classification de I'American Society for Testing & Materials (ASTM, D-2487, 1985)
(Gee et Bauder, 1986).
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Pour faciliter l'enlévement des composés organiques, un surfactant est

normalement ajouté a I'eau de lavage, tandis que les autres produits chimiques

comme les agents chélants et les acides visent & enlever les métaux lourds et les

matériaux radioactifs.

&‘ Sol contaminé aux C10-C50

Eau recirculée

ANANA

grossier,
Tamis

vibrant Séparateur

\L maEnétique

.

> Gros débris/matériaux
ferreux propres

Fines
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— SABLE PROPRE

contaminants

|
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Figure 1.4 Procédé de lavage de sol.
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L'ajout de surfactants se fait généralement dans les cellules d'attrition qui
traitent les fractions fine et sablonneuse du sol. Une agitation vigoureuse
favorise la désorption des contaminants et le nettoyage des particules de sol par
l'action des surfactants sur la tension de surface de la solution lavante (voir la
section 1.3 sur les agents tensioactifs). Les surfactants agissent sur deux fronts,
a savoir la mobilisation des contaminants et leur solubilisation dans la solution
de lavage (Ang et Abdul, 1991) et plusieurs études ont montré leur efficacité
pour la récupération de composés hydrophobes comme des huiles a
transmission (Abdul et al., 1990) et des biphényles polychiorés (BPC) (Abdul et
Ang, 1994).

Une unité de flottation permet de séparer le sol propre des fines et des
contaminants qui se concentrent dans une phase légere qui remonte a la surface
par suite de bullage dans le mélange. Le sol traité est ensuite envoyé a une
étape de polissage, comme un traitement en biopile si les contaminants sont
biodégradables ou directement réutilisé. La solution de lavage contenant les
fines, les contaminants et le surfactants sont traitées (et généralement
recirculées) soit par déshydratation et enfouissement/stabilisation du gateau
(BIOTROL® Soil Washing System) ou encore dans un bioréacteur (BIOTROL®
Soil Washing System, BioGenesis®™ Soil and Sediment Washing Process)
(US.EPA, 1996).

1.2.1.1  Avantages

Les principaux avantages du procédé résident sur sa grande capacité de
traitement (15 a 40 tonnes/heures, (Raghavan et al., 1990) et sa flexibilité pour
l'adapter au traitement de différentes contaminations (U.S.EPA, 1989). De plus,
cette méthode est clairement identifiée par I'U.S.EPA (1998) comme étant une
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alternative de loin préférable a la simple mise en décharge ou a la stabilisation

des sols.

1.2.1.2 Limitations

La technologie demeure limitée dans le cas oii le contenu en matiéres humiques
(matiére organique) et en argile est élevé (U.S.EPA, 1998). En effet, ces fractions
forment généralement les résidus de lavage et doivent soit &tre traitées sous une
autre forme (réacteur en phase boueuse), soit mises en décharge ou stabilisées.
Les vendeurs de technologies consultés sur la base de données VISITT de
I'Agence de protection environnementale américaine s'entendent généralement
pour fixer a 20% (v/v) le contenu maximal en matiére organique d'un sol et a
40% le contenu en particules fines de moins de 63 microns (US.EPA, 1992),
mais certaines entreprises affirment pouvoir traiter des sols contenant jusqu'a
50% d'argile (U.S.EPA, 1996). L'agence américaine mentionne une plage de
distribution optimale des particules de sol s'étendant de 0,24 4 2mm (U.S.EPA,
1998).

La prédiction de I'efficacité du traitement a I'aide d'un surfactant est faible et les
données permettant de corréler les propriétés d'un agent tensioactif et son
action sur un sol contaminé ne sont pas étayées (Selvakumar et al., 1995). Des
études de traitabilités sont donc nécessaires pour chaque sol contaminé. Parmi
les critéres de sélection, la biodégradabilité et la non toxicité du surfactants et de
ses produits de dégradation sont de premiére importance. En effet, si certains
surfactants synthétiques sont biodégradables, il fut découvert que leur produits
de dégradation étaient parfois plus toxiques que leur précurseur (Renner, 1997).
Ainsi, les alkylphénol éthoxylés (APE, nonioniques), qui figurent parmi les
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agents tensioactifs les plus usés a travers le monde, sont le sujet d'un
bannissement a travers I'Europe (Renner, 1997). Les sous-produits de
dégradation de ces composés se montrent plus persistants, moins solubles et
prés de dix fois plus toxiques que le produit initial. Il y a cependant divergence
d'opinions entre les communautés scientifiques européennes et américaines sur
la persistence et la bioaccumulation des métabolites de dégradation des
alkylphénols éthoxylés dans l'environnement. D'un c6té, les scientifiques
industriels américains citent des recherches indiquant que les centres de
traitement des eaux traitent efficacement les alkylphénols éthoxylés et que les
métabolites pénétrant I'environnement ne sont pas persistant. Tandis que de
lautre coté, les scientifiques académiques européens soulévent plusieurs
recherches montrant la persistence des métabolites et leur bioaccumulation

dans l'environnement (Renner, 1997).

Par conséquent, la technologie génere une solution aqueuse possiblement
toxique selon les produits de lavage utilisés qui nécessite un traitement
supplémentaire. Les résidus de solution de lavage dans le sol traité peuvent
également étre présents a des niveaux demandant une étape de traitement du
sol supplémentaire (U.S.EPA, 1998). Enfin, les produits chimiques employés
dans les solutions de lavage peuvent tuer les microorganismes indigénes au sol

et entraver une étape de polissage du sol par biotraitement (U.S.EPA, 1993).

Enfin, les cofts associés a I'achat de produits chimiques peuvent représenter un
part appréciable (jusqu'a 40%) du coft total de traitement des sols (voir la
section 1.3.1.6).



1.2.1.3 Capacité de traitement et coiit de la technologie

Les équipements employés dans la technologie du lavage de sol proviennent de
l'industrie miniére qui procéde a l'extraction des métaux. Incidemment, ces
équipements ont de fortes capacités de production et sont congus pour le
traitement de fortes charges, ce qui les rend difficilement disponibles a petite
échelle, ainsi que le refletent les informations relatives aux vendeurs de
technologies (U.S.EPA, 1994). Le seuil de rentabilité d'une chaine de traitement
par lavage de sol est d'environs 25 t/heure (The Hazardous Waste Consultant,
1993).

Le coat A la tonne de sol traité varie de 100% a 2509, incluant I'excavation

(U.S.EPA, 1991 ; US.EPA, 1992 ; Van Benschoten et al., 1997).

En résumé, les sols contaminés aux hydrocarbures peu solubles ne peuvent
actuellement étre traités directement par dégradation en raison des forces
capillaires qui retiennent les composés hydrophobes dans les pores du sol. La
technologie du lavage de sol permet de concentrer la contamination dans un
volume restreint de sol par séparation des fractions ou les contaminants se
répartissent différemment. Les fractions les plus fines retiennent plus fortement
les polluants dont la mobilisation et la solubilisation doivent étre réalisées par le
biais d'agents tensioactifs qui diminuent I'attraction des particules de sol sur les

composés.
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1.3. LES AGENTS TENSIOACTIFS

Les caractéristiques et les principes d'action des agents tensioactifs font l'objet
de cette section. Les agents tensioactifs sont d'abord présentés d'une fagon
générale, et ensuite en fonction de leur mode de synthése qui peut étre

chimique ou biologique.

1.3.1. STRUCTURE ET PROPRIETES

Les agents tensioactifs sont des molécules amphiphiles dotées d'une extrémité
hydrophile, généralement constituée de groupements polaires, comme les
sucres et les alcools, et d'une extrémité hydrophobe formée d’'acides gras et de
chaines aliphatiques. Ces deux extrémités sont respectivement associées a la
téte et la queue de la molécule (figure 1.5). Le terme surfactants, qui est
fréquemment utilisé pour désigner les agents tensioactifs, dérive de la

contraction des termes anglais surface-active agents.

Téte hydrophile Queue hydrophobe

\./\Z

Figure 1.5 Molécule de surfactants
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1.3.1.1  Tension de surface : théorie

La tension de surface est définie comme la force attirant les molécules vers
l'intérieur d'un corps (Kouloheris, 1989). Une molécule au centre d'un verre
d'eau subit uniformément les forces d'attraction moléculaires des autres
molécules environnantes. Par contre, une molécule d'eau en surface du liquide
n'est entourée que partiellement des autres molécules d'eau. Elle ne subit leur
attraction que dans une direction, ce qui induit une cohésion moléculaire et une
orientation. La tension de surface est responsable de la résistance d'un liquide a

la pénétration (Kouloheris, 1989).

Schématiquement, la tension de surface peut &tre représentée par le travail
exercé sur un film liquide maintenu sur un cadre métallique (fig.1.6). L'aire du
film (A) est modifiée en glissant un autre fil métallique le long du cadre fixe. La
force appliquée pour changer l'aire est proportionnelle au travail (W) (eq.1.5).
Le signe négatif implique que le travail est fait sur le systéme, par exemple en
appliquant une agitation constante sur une solution d'huile et d'eau afin de
maintenir un mélange. Toutefois, si l'agitation est interrompue, le mélange

reviendra a son état initial ou l'aire entre les deux phases est 4 son minimum.
W =- odA (¢q.1.5)
W = travail (Nm)

o = tension de surface (Nm1)
A = aire de la surface du film (m?)
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Figure 1.6 Représentation schématique illustrant le travail appliqué
sur la surface d'un film. Source: (Sonntag et Van Wilen, 1992).

Mathématiquement, la tension de surface (6) est définie par l'expression

suivante (éq.1.6) (Margaritis et al., 1979) :
dGs= odA (égq.1.6)
Ou:

dGs : variation de I'énergie libre de surface (Nm)
o : tension de surface de la solution (Nm-)

dA : variation de l'aire de la surface (m2)

L'énergie libre de surface représente la différence entre I'énergie contenue dans les
molécules au centre d'un composé et celles en surface (Kouloheris, 1989). Par
conséquent, la diminution de I'aire interfaciale entre deux liquides immiscibles
a pour effet d'augmenter considérablement l'énergie libre du systéme
(Margaritis et al., 1979), puisque plus de molécules se retrouvent en surface ou
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aux interfaces. Or pour qu'un systéme soit a 1'équilibre, les fonctions de Gibbs
(énergie libre) des deux phases en contact doivent étre égales (Sonntag et Van
Wilen, 1992). Mais comme le montrent les équations, deux liquides purs
immiscibles ne peuvent former une émulsion en l'absence de travail mécanique.
Pour ce faire, il faut agir sur la tension de surface pour d'augmenter l'aire
interfaciale entre les deux liquides. La présence d'un troisi¢tme composant est
essentielle pour stabiliser le systeme en émulsion (Rosen, 1989). Ce troisieéme
composant est qualifié d’agent émulsifiant et est généralement un surfactant.

La tension de surface de l'eau distillée pure est d'environs 72 mN-m! (ou
dynes-<cm?) et la tension interfaciale entre le n-hexadécane et l'eau est
d'environs 40 mN-m! (Margaritis et al., 1979). Les surfactants en solution
aqueuse font typiquement diminuer ces valeurs a 30 a 40 mN-m-! (Parkinson,
1985) et a 1 mN-m (Margaritis et al., 1979) respectivement.

1.3.1.2 Formation de micelles

Dans une solution de déux liquides de polarités différentes, les molécules de
surfactants ont tendance a se répartir de fagon orientée a l'interface entre les
deux phases et 4 y former un film structuré (figure 1.7). La présence de ce film
agit directement sur la tension de surface : la tension de surface a !'interface
liquide/liquide est définie par la tension interfaciale, tandis que la tension de

surface a l'interface gaz/liquide référe a la tension superficielle (Gerson, 1993 ;
Parkinson, 1985).

Au moment ou toutes les interfaces du milieu sont saturées, les molécules de

surfactants s'associent entre elles et forment des macromolécules nommeées
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micelles (figure 1.7 b) (Edwards et al., 1991). Selon I'orientation des tétes et des
queues, le centre de chaque micelle (noyau) forme un micromilieu hydrophile
ou hydrophobe au sein d"une matrice de polarité inverse. Ainsi, une émulsion
du type lipide dans eau (o/w, pour "oil in water"), a I'exemple du lait, ou eau
dans lipide (w/o, pour "water in oil"), a I'instar du beurre, sera favorisée
(Kachholz et Schlingmann, 1987). Le type o/w est celui permettant I'émulsion

d'hydrocarbures dans l'eau.

*Pe
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Figure1.7 Organisation des monomeéres. a) Film de surfactants b)
Coupe d'une micelle sphérique (o/w).

HxO

a)

1.3.1.3  Concentration micellaire critique

La concentration micellaire critique représente la concentration ou la premiére
micelle de surfactants est formée (Margaritis et al, 1979). En faibles
concentrations, les surfactants peuvent se présenter sous forme de monomeres
ou sous la forme de leurs ions. Au fil de 'augmentation de la concentration en
surfactants, les molécules se répartissent sur les interfaces disponibles dans le
milieu (parois, interface gaz-liquide, solide, etc.), jusqu'a l'atteinte d'un point de
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saturation ou elles forment des micelles et qui caractérise la concentration

micellaire critique (CMC).

Elle est représentée par un changement abrupt de la pente de la droite de la
tension de surface de la solution en fonction de la concentration (figure 1.8a).
Elle est également apparente lorsque la solubilité d'un composé normalement
insoluble est tracée en fonction de la concentration en surfactants qui le
solubilise: la solubilité est alors trés faible en-deca de la CMC et augmente
rapidement au-dessus (fig. 1.8b), indiquant que la solubilisation est un

phénomene micellaire (Georgiou et al., 1992 ; Rosen, 1989).
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Figure 1.8 Concentration micellaire critique

Pour mesurer l'efficacité d'un surfactant par rapport a un autre, on compare les
valeurs de CMC respectives (Parkinson, 1985) : plus la CMC est atteinte a2 de
faibles concentrations en surfactants, plus celui-ci sera efficace (en terme de

rendement) a solubiliser un composé par le biais des micelles.
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1.3.1.4  Solubilisation

La solubilisation est décrite par Rosen (1989) comme la dissolution spontanée
d’une substance par interaction réversible avec les micelles d'un surfactant a
l'intérieur d'un solvant pour former une solution isotropique stable ot I'activité
thermodynamique du soluté sera réduite. La solubilisation permet donc le
passage en solution d'une substance normalement insoluble dans un solvant
donné, comme de l'huile dans de l'eau. Par rapport aux surfactants en
concentration supérieure a la CMC, elle s'explique par la présence du noyau
hydrophobe des micelles, au sein duquel un composé non-polaire aura plus
d'affinités qu'au sein de la phase aqueuse l'entourant. En raison de leur
moindre affinité avec le noyau hydrophobe, les composés modérément solubles
sont plutét solubilisés par le biais des parois des micelles, d'une fagon analogue
a de ladsorption (Rouse et al, 1995).  Appliquées aux mélanges
d'hydrocarbures, ces deux types de solubilisation contribuent 4 augmenter leur

concentration en milieu aqueux.

Le potentiel de solubilisation représente la capacité des micelles d'un surfactant a
augmenter la concentration totale d'un composé hydrophobe dans la phase
aqueuse au-dela de sa limite de solubilité. Elle est quantifiée par le coefficient
de partition micelle-eau Km (éq.1.3) qui indique la répartition des
hydrocarbures entre les phases micellaire et pseudo-aqueuse (Edwards et al.,
1991 ; ROUSE et al., 1995). La phase pseudo-aqueuse étant la phase aqueuse
contenant les micelles de surfactants.
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Le ratio molaire de solubilisation (MSR) est cependant plus facile a mesurer et
représente le nombre de moles de composé organique solubilisées par mole de
surfactants ajoutés a la solution (éq.1.4) (Edwards et al., 1991). L'augmentation
de solubilité due a la présence de surfactants peut étre trés importante. Par
exemple, la solubilité aqueuse du trichloroéthylene (TCE) a 15°C augmente de
980 mg/1 a 19 600 mg/]l en présence d'une solution 0,5M de sodium
dodécylsulfate (SDS), un surfactant synthétique (West et Harwell, 1992).

Coefficient de partition micelle-eau :

Km = Xm/Xa (éq.1.3)

Ou:
Xwm: Fraction molaire d'hydrocarbure dans la pseudo-phase micellaire

Xa: Fraction molaire d'hydrocarbure dans la pseudo-phase aqueuse

: Iiat;o :nolaire de solubilisation (MSR) :
MSR=(S; - Sicmc) / (Csurt - CMC) (éq.1.4)

Ou:

Si: Solubilité apparente de I'hydrocarbure i dans la solution
Sicmc: Solubilité apparente de 1'hydrocarbure i a la CMC

Csurt: Concentration en surfactant dans la solution
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Figure 1.9 Répartition des composés hydrophobes en présence de
surfactants.

1.3.1.5  Emulsification

La propriété la plus étudiée des agents tensioactifs a des fins d’application
industrielle demeure la formation d’une émulsion a partir de deux phases
immiscibles. Ainsi, leur usage est largement répandu a des fins d’agent
stabilisant dans des produits commerciaux tels les peintures, les huiles
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lubrifiantes, les polis, les pesticides (Kouloheris, 1989) et les produits
alimentaires (créeme glacée, margarine, etc.) les cosmétiques, qui se présentent

tous sous forme d'émulsion. (Rosen, 1989).

Une émulsion se caractérise par une suspension stable de particules d'un
liquide au sein d'un autre liquide avec lequel il ne peut se mélanger. Les
particules en suspension composent la phase discontinue et le solvant, la phase
continue (Kachholz et Schlingmann, 1987). La formation de I'émulsion implique
la destruction de l'interface stable entre deux liquides initialement immiscibles
et 'augmentation de l'aire interfaciale entre eux. Le role de I'agent émulsifiant
est de maintenir cet état thermodynamiquement instable (r.f. éq. 1.6) pour une
durée de temps allant de quelques minutes & quelques années, suivant

l'application désirée (Rosen, 1989).

La stabilité du mélange est définie par la résistance des gouttelettes de la phase
dispersée a la coalescence et est liée 4 la compacité du film interfacial formé par -
I'agent émulsifiant. A l'instar d’un sable de granulométrie variée, un mélange
de différentes molécules de surfactants s’agenceront entre elles de fagon
complémentaire en maximisant la compacité du film. C'est pourquoi il est
préférable de combiner deux types de surfactants plutét que d'employer un
type de surfactants hautement purifié (Rosen, 1989). La migration des
particules en surface du mélange, comme de la créme sur du lait, n'est pas
considérée comme une instabilité de I'émulsion mais comme un résuitat de la

densité plus faible des particules de la phase dispersée (Rosen, 1989).
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Enfin, la taille des particules dispersées distingue deux types d’émulsion :
microscopique et macroscopique. L’apparence visuelle distingue la
microémulsion (0,01 & 0,20 um de diametre) qui est transparente ou semi-
transparente, de la macroémulsion (0,2 a 50 um), qui est plutdt opaque et
d’apparence laiteuse (Rosen, 1989). Une microémulsion sera généralement plus
stable qu'une macroémulsion, ou les gouttelettes auront plus de facilité a
coalescer. La séparation des deux phases et la récupération de la phase
organique sont par conséquent favorisées dans une macroémulsion (Treybal,
1980). La stabilité d'une émulsion ne peut étre mesurée quantitativement que
par le taux de coalescence des gouttes de la phase dispersée, qui se mesure en
comptant le nombre de gouttelettes par unité de volume de solution en fonction

du temps (Rosen, 1989).

1.3.1.6  Caractéristiques des agents tensioactifs synthétiques

Les surfactants synthétiques sont classés selon la nature ionique de leur téte
hydrophile, qui contréle leur potentiel d'adsorption sur les particules de sol. IIs
se répartissent donc en quatre groupes : ionique (téte hydrophile acide),
cationique (téte hydrophile basique), non ionique (aucune charge) et amphotere
(téte hydrophile acide et basique) (Kouloheris, 1989 ; Selvakumar et al., 1995).
En général, le pouvoir de solubilisation par le biais des micelles suit l'ordre
sujvant : nonionique > cationique > anionique, pour des surfactants possédant
une méme longueur de chaine hydrophobe (Rosen, 1989). Des exemples
typiques de surfactants synthétiques sont donnés au tableau 1.5.

Les surfactants nonioniques sont préférablement employés en restauration des
sols parce qu'ils n'‘ont pas tendance a s'adsorber sur les particules de sol et a
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diminuer l'efficacité du surfactant (Selvakumar et al., 1995). Leur CMC est
généralement plus faible, de ['ordre de 50 a 180 mg/L, que celle des composés
ioniques pour lesquels elle est d'environs 2000 mg/L (Legros et al, 1995 ;
Edwards et al., 1991 ; Selvakumar et al., 1995 ; West et Harwell, 1992). Mais ces
études démontrent aussi que l'efficacité du surfactant a désorber les
contaminants d'un sol doit &tre testée préalablement en laboratoire pour le sol

et les contaminants en question.

Tableau1.6 Principaux surfactants synthétiques

Catégorie Surfactants typiques
Anionique ® Savons
¢ Alkylbenzéne sulfonés (ABS)
¢ Alcool sulfates
® Phosphate d'esters
® Esters sulfonés
_ ® Acides gras sulfonés
Cationique ¢ Hydroxydes d'ammonium quaternaires
Amphotere ® Betaines
o ® Carboxylate perfluoro-octyl de sodium
Nonionique ® Alkylphénols éthoxylés
e Alcools éthoxylés
® Esters de polyoxyéthyléne

SOURCE : (Kouloheris, 1989).

1.3.1.7 L'utilisation des agents tensioactifs pour la restauration des sols
contaminés

Par leurs propriétés, les surfactants peuvent agir de deux manieres pour
favoriser le transfert des contaminants de Ia phase solide ou ils sont retenus
vers une phase aqueuse servant de solution lavante. Ils peuvent agir par

solubilisation des contaminants dans les micelles formées 4 une concentration
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au-dela de la CMC et par mobilisation des contaminants qui se fait par le biais
de la diminution de la viscosité des composés hydrophobes (Bai et al., 1997). La
solubilisation est dépendante de la concentration micellaire critique au-dela de
laquelle les micelles sont formées, tandis que la mobilisation dépend de la
tendance des surfactants a réduire la tension de surface. C'est d'ailleurs en
raison de cette aptitude que les surfactants ont été employés pour la
récupération des produits pétroliers (enhanced-oil-recovery) (Fiechter, 1992 ; West
et Harwell, 1992).

Les forces retenant les composés organiques hydrophobes dans les pores du sol
sont majoritairement capillaires et proportionnelles a la tension interfaciale eau-
NAPL (West et Harwell, 1992). L'abaissement de la tension de surface permet
donc de contrer ces forces de rétention plus facilement et de faciliter la
désorption des contaminants. Pour ces raisons, les surfactants synthétiques ont
fréquemment été proposés et sont actuellement employés (U.S.EPA, 1998) pour

la restauration de sols contaminés aux composés organiques peu solubles.

Par exemple, des solutions de surfactants ont été développées en laboratoire

pour la récupération de phases liquides non aqueuses (NAPL) dont
l'application visée est la restauration du site de Mercier (Québec) (Martel et
Gélinas, 1996). A l'échelle pilote, 85% des BPC et 90% des huiles ont été retirés
de sols contaminés originellement contaminés a 6200 mg/kg et 67000mg/kg,
respectivement, a l'aide d'alcool éthoxylé nonionique (Witconol SN-70) (Abdul
et Ang , 1994). L'amélioration de la solubilisation des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) a aussi été observée pour le naphtaléne, le

phénantréne et le pyréne, en fonction de différents surfactants nonioniques de
la famille des polyoxyéthylénes (Edwards et al., 1991).
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Cependant, des études ont montré que les surfactants synthétiques peuvent,
outre former des sous-produits plus toxiques (Renner, 1997), inhiber la
biodégradation des contaminants organiques (Vipulanandan et al., 1995).

Leur usage semble par ailleurs limité par le coiit élevé qui leur est associé
(Shiau et al., 1995). Par exemple, le Witconol SN-70 se transige a environs
7,008CDN/kg pur (Witco corp., prix de 1998), tandis que le Triton-X100 se vend
a environs 4,34$CDN/kg (Union Carbide, prix de 1998). 1l s'agit de deux
surfactants synthétiques non ioniques aptes a désorber les huiles et graisses
minérales (Ang et Abdul, 1991 ; Clarke et al). Mais en général, les surfactants
synthétiques se vendent a 2,75%/kg (Desphande et Daniels, 1995).

Evaluation de la part du coiit de traitement associé a I'achat de surfactants

En prenant pour exemple un surfactant synthétique disponible a 2,75%/kg, la
part du coiit de traiternent a la tonne attribuable aux surfactants seulement peut

étre évaluée a l'aide des hypothéses suivante :

1. Seule la fraction sablonneuse du sol est lavée aux surfactants; ;

2. La proportion sol/eau de lavage pour cette fraction est de 15% (Legros et
al. ; Selvakumar et al., 1995);

3. La concentration en surfactants dans l'eau de lavage est de 0,5%(v/v)

(Legros et al., 1995);

Considérant des proportions de sable dans le sol de 40%, 60% et 80%, il est
estimé que les colts associés a l'achat de surfacants synthétiques seront, a la
tonne métrique, de 33,335CDN, 50,005CDN et 668CDN respectivement. Si le

colt moyen de restauration des sols par lavage de sol est de 170$ la tonne
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(incluant l'excavation ) (U.S.EPA, 1998), plus de 40% du cofit de traitement est
attribuable a l'achat de surfactants synthétiques. Cette proportion augmente
évidemment si le cofit de traitement a la tonne est moindre. Cette évaluation
n'est fournie qu'a titre indicatif quant a l'importance a attribuer aux surfactants
dans la technologie et des études de traitabilités devraient &tre réalisées pour
chaque cas.

1.3.2. LES AGENTS TENSIOACTIFS BIOLOGIQUES

Selon ce qui précéde, la technologie du lavage de sol avec surfactants devrait
étre soutenue pour la restauration des sols contaminés aux hydrocarbures
pétroliers semi- ou non-volatils, des composés organiques hydrophobes. Ceux-
ci sont communément regroupés sous les Cio-Cso. Mais il apparait également
que son application est freinée pour deux raisons, soit le codt associé a I'achat
des surfactants et les dommages potentiels que ces derniers peuvent causer a

I'environnement et & un traitement biologique de polissage.

La substitution des surfactants synthétiques par des surfactants biologiques
produits par des microorganismes répond a la seconde. Leur intégration dans
les procédés de restauration des sols a fait ['objet de nombreuses mentions dans
la communauté scientifique (Banat, 1995 ; Falatko et Novak, 1992 ; Gerson, 1993
; Ghurye et Vipulanandan, 1994 ; Harvey et al., 1990 ; Kommalapati et Roy, 1997
; Lin, 1996 ; Mattei et Bertrand, 1985 ; Mihelcic et al., 1995 ; Miller et Zhang, 1997
; Robinson et al., 1996 ; Thangamani et Shreve, 1994 ; Van Dyke et al., 1991 ;
Vipulanandan et al., 1995 ; West et Harwell, 1992). Malgré tout, le marché
actuel des surfactants est presque entierement dominé par les surfactants
d'origine synthétique (Desai et Banat, 1997).



1.3.2.1  Caractéristiques

Les caractéristiques physiques des biosurfactants sont similaires a celles de leur
pendant synthétique. Ils abaissent la tension de surface de 'eau distillée de 72
mN/m A environs 30 mN/m et présentent des valeurs de concentration
micellaire critique inférieures a celles des surfactants synthétiques (Desai et
Banat, 1997 ; Mihelcic et al,, 1995). On rapporte entre autres des valeurs de
CMC de 1 a 10 mg/1 pour les glycolipides, alors que le sodium dodécylsulfate
(SDS) et le Triton X-100 ont des valeurs de CMC de 2100 mg/1 et 130 mg/1. Les
biosurfactants peuvent de surcroit résister & des conditions environnementales
plus extrémes (pH, température, pression, salinité) que les surfactants
chimiques (Van Dyke et Trevors, 1991). Par exemple, les lipopeptides produits
par Bacillus licheniformis JF-2 sont stables jusqu'a des températures de 75°C (Lin
et al, 1990) et gardent toute leur activité pour une plage de pH allant de 5,5 a 12
(Lin, 1996).

1.3.2.2  Structure et classification des biosurfactants

Les biosurfactants se présentent comme des mélanges complexes de protéines,
lipides et hydrates de carbone. L'extrémité hydrophobe peut étre un acide gras
a longue chaine, un acide gras a-alkyl-B-hydroxylé ou un acide gras hydroxylé.
L'extrémité hydrophile, la téte de la molécule, est un hydrate de carbone, un
acide carboxylique, un phosphate, un acide aminé, un peptide cyclique ou un
alcool (Desai et Banat, 1997 ; Haferburg et al, 1986 ; Zajic et Seffens, 1984).

De fagon plus générale, la téte hydrophile est formée de mono-, di- ou
polysaccharides, tandis que la queue hydrophobe est constituée d'acides gras
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saturés ou insaturés. Les molécules peuvent étre chargées ioniquement comme
les surfactants synthétiques, mais leur classification suit la nature de l'extrémité
hydrophile de la molécule.

Les grandes catégories de biosurfactants incluent les glycolipides, les
lipopeptides et lipoprotéines, les phospholipides et les surfactants
polymériques (Healy et al, 1996 ; Desai et Banat, 1997). Parmi ces catégories, les
biosurfactants chargés sont principalement anioniques (rhamnolipides et
sophorolipides acides). IIs peuvent étre intracellulaires, comme dans le cas des
mycolates de mono et di-saccharides (Hommel, 1990), mais sont généralement
extracellulaires et favorisent I'émulsion ou la dipersion de la phase hydrophobe.
Les biosurfactants nonioniques sont pour la plupart attachés a la paroi cellulaire
et favorisent la diffusion du composé hydrophobe directement dans la cellule
(KOSARIC et al, 1987 ; Mihelcic et al, 1995 ; Syldatk et Wagner, 1987).

Les glycolipides forment la plus grande classe de biosurfactants et regroupent
les rhamnolipides, les sophorolipides et les tréhalolipides (figure 1.10). Le
préfixe attaché au mot lipide réfere a l'identité de I'hydrate de carbone de
l'extrémité hydrophile du surfactant : sucre rhamnose, sophorose ou tréhalose.
Quelques espéces de microorganismes producteurs sont mentionnés au tableau
1.7.
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Figure 1.10 Structures de quelques glycolipides. A) Rhamnolipide de

type 1 de Pseudomonas aeruginosa : deux unités rhamnoses
attachées a une chaine de deux acides p-
hydroxydécanoique. = B) Dimycolate tréhalose de
Rodococcus erythropolis : un disaccharide trhéhalose est lié
a deux acides gras hydroxylés a longue chaine. C)
Sophorolipide de Candida bombicola : sophorose
dimérique lié a une longue chine (Cis) d'acide gras
hydroxylé.



Tableau 1.7 Source microbienne et tension de surface de quelques

biosurfactants.
Biosurfactants Microorganisme Tension de surface (mN/m)
Glycolipides
Rhamnolipides Pseudomonas aeruginosa 29
Esp. Pseudomonas 25-30
Sophorolipides Candida bombicola 33
Torulopsis apicola 30
Tréhalolipides R.erythropolis 32-36
N.erythropolis 30
Esp. Mycobaterium 38
Lipopeptides et lipoprotéines
Peptide-lipide B.licheniformis 27
Serrawettine S.marcescens 28-33
Viscosine P -ﬂ""’_ escens 26,5
Surfactine B.subtilis 2732
Acides gras et lipides neutres
Acides gras C.lepus - 30
Lipides neutres N.erythropolis 32
Surfactants polymériques
Hydrate ° de carbone- Pfluorescens 27
__protéine-lipide

SOURCE: (Desai et Banat, 1997).

Biosurfactants vs bioémulsifiants

Les bioémulsifiants sont souvent classés avec les biosurfactants et les termes
sont fréquemment intervertis (Fiechter, 1992). Ainsi, Van Dyke et ses
collaborateurs (1991) décrivent 'Emulsan, un lipopolysaccharide de haut poids
moléculaire, comme un biosurfactant, tout en spécifiant qu'il n'abaisse pas la
tension de surface. Desai et Banat (1997) présentent également I'Emulsan et le
Biodispersan comme des surfactants microbiens mais le décrivent comme des
agents dispersant ou émulsifiant. Par contre Healy et ses collegues (1996) font
clairement paraitre le mélange des termes en utilisant le terme

Biosurfactant/ Bioémulsifiant.
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S'ils sont ainsi présentés, c'est que les bioémulsifiants, généralement des
biopolyméres comme des polysaccharides, sont fréquemment produits en
parallele avec les biosurfactants (Falatko et Novak, 1992) et forment une

solution aux propriétés émulsifiantes et tensioactives.

Pour différencier les deux groupes, il faut retenir qu'un biosurfactant peut agir
comme émulsifiant en stabilisant I'émulsion (voir la section 1.3.1.4). Par contre,
un bioémulsifiant, s'il stabilise le mélange immiscible, ne posseéde pas la
propriété d'abaisser la tension de surface (Van Dyke et al, 1991 ; Falatko et
Novak, 1992) ni de structure moléculaire définie comme pour les biosurfactants
(téte hydrophile-queue hydrophobe) (Hommel, 1990).

1.3.2.3 Biosynthese

Les biosurfactants sont produits par une variété de microorganismes et sont
sécrétés extracellulairement ou comme partie intégrante de la paroi cellulaire
(Mihelcic et al, 1995). Ce sont généralement des métabolites secondaires dont le
rdle par rapport au microorganisme producteur n'a pas encore clairement été
démontré. Mais ils peuvent jouer un rdle essentiel a la survie du
microorganisme en facilitant le transport des nutriments hydrophobes
(Georgiou et al, 1992 ; Hommel, 1990). La croissance de la biomasse et la
synthese des agents tensioactifs peut se faire a partir de composés hydrophobes,
d’hydrates de carbone ou d'un mélange de ces deux groupes (Banat, 1995 ;
Desai et Desai, 1993 ; Lin, 1996). Ainsi, les microorganismes producteurs ne
sont pas exclusivement des dégradeurs de composés hydrophobes, mais
également de glucose, d'éthanol, de sucrose ou de glycérol (Desai et Desai, 1993
; Desai et Banat, 1997 ; Guerra-Santos et al, 1984 ; Harvey et al, 1990 ; Zhou et al,
1992).
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La grande variété de structures entre les différents types de biosurfactants
implique des voies de biosynthéses aussi diverses, qui peuvent étre classées
selon trois modes, suivant la synthése de novo des extrémités de la molécule

(Syldatk et Wagner, 1987).

1. Synthese de novo des extrémités hydrophiles et hydrophobes par deux
voies indépendantes, suivie de leur combinaison pour former la
molécule compléte de surfactant;

2. Synthése de novo de la téte hydrophile et synthese de la queue
hydrophobe a partir du substrat, puis combinaison des deux pour
former la molécule de surfactant;

3. Synthese de novo de la queue hydrophobe et & partir du substrat pour
I'extrémité hydrophile, puis leur combinaison.

Ces différentes possibilités ont été illustrées par de nombreux exemples dans les
travaux de Syldatk et Wagner (1987) et Desai et Desai (1993) que les lecteurs

sont invités a consulter pour de plus amples informations.

1.3.2.4  Production des biosurfactants

La production de surfactants par les microorganismes peut suivre quatre voies
de synthese : 1) associée a la croissance de la biomasse, 2) sous des conditions
limitant la croissance, 3) par de la biomasse en phase stationnaire et 4)

associée a I'ajout de précurseurs (Kosaric et al, 1987).
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En général, la production n'est pas associée a la croissance de biomasse et
répond a différents types de limitation, indiquant que les enzymes impliquées
dans la synthése sont normalement inhibées chez les cellules actives (Hommel,
1990). Des exemples des différents modes de production sont présentés
schématiquement a la figure 1.11.

Concentration en
o Dbiosurfactants

== Substrat

a) b) <)

Figure 1.11 Cinétique de différents types de fermentation pour la
production de biosurfactants. a) Associée a la croissance
(Acinetobacter calcoacetitus).  b) Limitatation par le
substrat (esp. Pseudomonas sp.). c) En phase stationnaire
(esp.Torulopsis). SOURCE:: Desai et Desai (1993).

Production associée A la croissance

Lorsque la syntheése des biosurfactants est associée a la croissance de biomasse
(figure 1.11a), des relations paralleles existent entre la croissance, ['utilisation du
substrat et la production de surfactants. La production de rhamnolipides par
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certaines especes de Pseudomonas et Acinetobacter calcoacetitus suit cette cinétique
(Desai et Banat, 1997).

Production en phase de croissance, sous conditions limitantes

En conditions limitantes, bien que la masse cellulaire augmente, la production
de biosurfactants n'est engagée que lorsqu'un ou plusieurs des composants du
milieu est épuisé ou présent a une concentration limite (figure 1.11 b). Une
surproduction de rhamnolipides de Pseudomonas aeruginosa n'est ainsi obtenue
que si l'azote et le fer sont en concentrations limitantes (Guerra-Santos et al, 1984
; Reiling et al, 1986 ; Robert et al, 1989).

Production en phase stationnaire

La production en phase stationnaire a lieu lorsque le taux de multiplication
cellulaire égale le taux de déces des cellules et l'utilisation de la source de
carbone sert en majeure partie pour la synthése de surfactants (fig.1.11 ¢). Ce
genre de production est intéressant au niveau de la récupération du produit (les
biosurfactants), puisque les périodes de croissance et de production peuvent
étre séparées (Desai et Desai, 1993).

Plusieurs microorganismes obéissant a cette cinétique ont été étudiés,
notamment Pseudomonas aeruginosa CFTR-6 (rhamnolipides), Candida bombicola
(sophorolipides), Candida apicola  (sophorolipides), Ustilago  maydis
(cellobiolipides), Rhodococcus erythropolis (tréalose tétraester) et Candida antartica
(lipides mannosylerythritol) (Desai et Banat, 1997).
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Production avec ajout de précurseur

L'addition de précurseurs au milieu de croissance peut parfois entrainer des
changements quantitatifs et qualitatifs sur la production de biosurfactants.
Ainsi, l'addition de composés lipophiles aux milieux de culture de Torulopsis
magnoliae, Candida bombicola et Torulopsis apicola ont favorisé de fagon
significative la production de biosurfactants (Cooper et Paddock, 1984 ; Desai et
Banat, 1997 ; Lee et Kim, 1993 ; Syldatk et Wagner, 1987). Par ailleurs, la nature
des glycolipides peut étre directement influencée par la scurce d'hydrates de
carbone (Syldatk et Wagner, 1987).

Ces cinétiques de production ne sont toutefois pas exclusives, ainsi la levure
Candida bombicola produit des sophorolipides lorsque la concentration en azote
devient limitante, et que la biomasse entre dans sa phase stationnaire de
croissance (Asmer et al, 1988 ; Davila et al., 1992). Suivant I'¢tude des cinétiques,
divers types de production ont été évalués pour des opérations en mode cuvée,
en cuvée alimentée ou en continu (Desai et Banat, 1997). Mais ces modes de
production impliquent une récupération du produit particuliere, dont les

principaux types sont mentionnés briévement a la section suivante.

1.3.2.5 Récupération des biosurfactants

Les méthodes de récupération des biosurfactants sont variées et dépendent de
la cinétique de production. Les méthodes les plus courantes utilisent
l'extraction a l'aide de solvants pour récupérer les biosurfactants. Les solvants
sont nombreux et incluent des solutions de chloroforme-méthanol,
dichlorométhane-méthanol, butanol, acétate d'éthyle, pentane, hexane, acide
acétique et ether (Desai et Banat, 1997). Les autres techniques font appel a des
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produits chimiques favorisant la précipitation des biosurfactants. Parmi ces
produits figurent le sulfate d'ammonium, des acides et de l'acétone. Certaines
méthodes physiques de séparation ont également été évaluées, comme la

centrifugation, I'adsorption et la filtration (Desai et Banat, 1997).

L'application de ces méthodes de récupération et de purification a un niveau
industriel peut faire augmenter considérablement le coit de production des
biosurfactants et ce jusqu'a 60% (Desai et Banat, 1997). C'est pourquoi il est de
plus en plus proposé d'employer des préparations brutes de biosurfactants
(Cooper et Paddock, 1984) pour pénétrer le vaste marché des surfactants qui se
chiffre a environs 9,4 milliards $ par année au niveau mondial (Desai et Banat,

1997) dont 1,7 milliards $ aux Etats-Unis seulement (Lin, 1996).

Par ailleurs, la problématique de récupération ne se joue pas qu'au niveau
économique. En effet, 'objectif initial, qui est de substituer les surfactants
chimiques par des surfactants biologiques, suit des motivations
environnementales.  Clest pourquoi l'utilisation de solvants pour Ila
récupération/ purification des biosurfactants, générant des sous-produits
autrement plus toxiques (composés chlorés comme le chloroforme et le
dichlorométhane) que les surfactants chimiques initiaux, rendrait la démarche

globale inconvenante.
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1.3.2.6 Positionnement des biosurfactants en environnement

L'intégration des biosurfactants dans les formulations des produits pétroliers et
dans les procédés de récupération (Microbial-enhanced-oil-recovery) fut
instigatrice de leur usage en environnement et annoncérent leur potentiel
d'action (Haferburg et al, 1986 ; Van Dyke et al, 1991). Les biosurfactants aident
a la récupération de l'huile brute en diminuant la tension de surface, ce qui
prévient la migration de l'huile par capillaritt dans les fissures du roc
souterrain (Van Dyke et al, 1991). Mais dans ce domaine également ['utilisation
des biosurfactants est marginale, bien qu'une compagnie commercialise les
biosurfactants de B. licheniformis JF-2 pour l'industrie pétroliere (Desai et Banat,
1997).

L'habileté de certains biosurfactants & mobiliser et émulsifier les composés peu
solubles fut démontrée (Bai et al., 1997 ; Banat, 1995 ; Cooper et Paddock, 1984 ;
Falatko et Novak, 1992 ; Harvey et al., 1990 ; Mattei et Bertrand, 1985 ; Miller et
Zhang, 1997 ; Thangamani et Shreve, 1994) et commentée dans de nombreuses
études (Banat, 1995 ; Desai et Banat, 1997 ; Georgiou et al., 1992 ; Healy et al.,
1996 ; Mihelcic et al., 1995). Ainsi, les rhamnolipides produits par Alcaligenes
eutrophus se sont montrés efficaces pour I'augmentation de solubité des BPC et
leur minéralisation (Robinson et al., 1996). Les rhamnolipides de Pseudomonas
aeruginosa ont amélioré la récupération d’hexadécane résiduel dans une colonne
de sable, par rapport au sodium dodécyl sulfate (SDS) et au sorbitan
monooléate, deux surfactants synthétiques (Bai et al., 1997). Des expériences
similaires avec des bouillons de culture contenant des surfactants de
Rhodococcus ST-5 et de Bacillus AB-2 ont permit de récupérer 95% de I'huile

brute résiduelle contenue dans une colonne de sable. D'un autre c6té, d'autres
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recherches ont établi que les rhamnolipides (anioniques) s'adsorbent
substantiellement sur le sol (Banat, 1995).

Outre la récupération des huiles pétroliéres de sables bitumineux, les efforts de
recherches sont largement concentrés sur des utilisations in situ des
biosurfactants, ol les microorganismes pourraient a la fois mobiliser les
contaminants et les dégrader. Mais les résultats sur ce dernier point sont
contradictoires et certaines études démontrent l'effet inhibiteur des
biosurfactants sur la biodégradation (Deschénes et al., 1995 ; Falatko et Novak,
1992), alors que d'autres ont montré l'inverse (Falatko et Novak, 1992 ; Zhang et
Miller, 1992). 1II semble que pour améliorer la biodégradation des
hydrocarbures par des microorganismes producteurs de surfactants, il est
nécessaire de les faire croitre et produire sur des hydrocarbures (Falatko et
Novak, 1992). Mais a des fins de lavage de sol ou la dégradation des polluants

n'est pas prévue in situ, les biosurfactants montrent un excellent potentiel.

Enfin, ainsi que le résument Healy et ses collaborateurs (1996), le principal
facteur limitant l'usage des biosurfactants demeure I'aspect économique d'une

production a grande échelle, dont les principaux obstacles sont :

Faibles rendements de production par rapport au substrat(s);
Faibles rendement volumiques (solutions diluées);
Importants investissements de capitaux;

Recours a la stérilisation des milieux;

A N

Problemes de contréle de procédé comme la formation de mousse;
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6. Problémes de récupération de produit et de purification;
7. Problémes de caractérisation des produits finis en raison de leur
complexité chimique.

Le choix d'un microorganisme producteur de biosurfactants doit donc tenter de
répondre au plus grand nombre de ces limitations. La levure Candida bombicola
ATCC 22214 semble offrir les caractéristiques appropriées, dont une revue est
présentée ci-aprés. Le choix s’est basé sur trois éléments principaux, soit la
productivité du micro-organisme, ses caractéristiques microbiologiques pour
une production non-stérile et son potentiel pour une production a partir de

rejets industriels.

1.3.3. CANDIDA BOMBICOLA ATCC 22214

Au début des années 1960, quelques travaux rapportaient la production de
glycolipides par des levures du genre Torulopsis (Gorin et al., 1961 ; Tulloch et
al., 1962). La levure fut plus tard reclassée sous le genre Candida (Desphande et
Daniels, 1995). On nota rapidement, pour des fermentations de 3 a 7 jours en
laboratoire, le rendement élevé des levures par rapport a celui des bactéries
(Cooper et Zajic, 1980). Les travaux les plus récents rapportent des
productivités allant jusqu'a plus de 300 000 mg/1 en mode cuvée alimentée
(Davila et al., 1997) pour une période 8 jours de production. A titre comparatif,
les productivités rapportées pour les bactéries varient de 100 mg/1a 5 000 mg/1
pour des durées de production similaires (Haferburg et al., 1986). C’est en 1982
que des études spécifiques a I'espece Candida bombicola et sa capacité a produire
des surfactants biologiques a partir d’'alcanes ont été complétées (Cooper et
Paddock, 1984).
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Par ailleurs, par opposition aux bactéries qui sont majoritairement étudiées
pour la production de biosurfactants (Pseudomonas aeruginosa), le pH optimal
pour la croissance des levures est d'environs 4,5 (Vandemark et Batzing, 1987).
Sachant que de tels pH ne sont généralement pas favorables a la croissance
bactérienne (Vandemark et Batzing, 1987), il serait possible de faire croitre la
levure sans avoir a stériliser le milieu et qu’elle conserve néanmoins une masse

critique par rapport aux bactéries.

Enfin, quelques études récentes ont porté sur la production de biosurfactants de
C. bombicola a partir de sous-produits de production de l'industrie agro-
alimentaire comme le lactose (Zhou et Kosaric, 1993) et les rejets de I'industrie
de I'huile d’olive (Zhou et Kosaric, 1995) ou de la graisse animale (Desphande
et Daniels, 1995). De telles études ne semblent pas avoir été faites pour les
autres micro-organismes ou le glucose ou des alcanes purs sont toujours les
substrats employés. Candida bombicola est clairement identifié comme un micro-
organisme a fort potentiel de production économiquement viable, en raison des
sources de substrat “bas de gamme” pouvant étre employés (Cooper et
Paddock, 1984 ; Kosaric et al., 1984). Par contre, une purification des composés
individuels du mélange de sophorolipides, extrait a l'acétate d'éthyle, serait
prohibitive (Cooper et Paddock, 1984). Enfin, toutes les recherches publi¢es a ce

jour portent sur des productions en milieu préalablement stérilisé.

Structures des biosurfactants produits par Candida bombicola

Les biosurfactants produits par la levure sont des sophorolipides, du groupe
des glycolipides (Tulloch et al., 1962). Les sophorolipides se présentent comme
un mélange complexe de différents groupes structuraux, dont douze ont été
identifiés (Asmer et al., 1988 ; Davila et al., 1993), mais dont l'existence de classes
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supplémentaires est suspectée (Davila et al., 1993). Parmi ces groupes, les
formes de sophorolipides SL-1 et SL-7 dominent lors des productions (Asmer et
al., 1988). Ces deux formes sont lactones et nonioniques. La structure d'un
sophorolipide SL-1 est illustrée a la figure 1.12. En raison des groupes acétylés,
la forme SL-1 est peu soluble en phase aqueuse (envrirons 4 g/l a pH 3,5
(Davila, 1992)) et les formes non acétylées plus solubles sont préférables pour la
récupération des produits pétroliers (Klekner et al., 1991).

Sophorose
CH:0ACc CHs,
|
—— CH
CH,OAC
HO
oC (CHa2)is

Figure 1.12 Structure d'un sophorolipide de forme SL-1 (Ac=acétate).

Les techniques analytiques peuvent étre complexes, allant de la simple
gravimétrie a la chromatographie liquide a haute performance avec détecteur
ELS (evaporative light-scattering), mais la récupération du produit sans grande
purification est possible (Davila et al., 1992 ; Desphande et Daniels, 1995).
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Syntheése

La production de sophorolipides par Candida bombicola se fait en deux étapes,
ol les biosurfactants sont majoritairement produits aprés une premiére phase
de croissance de la levure, qui se termine aprés l'atteinte d'une limitation en
azote dans le milieu de production (voir figure 1.11c) (Davila et al, 1997).
Lorsque la croissance de biomasse est freinée par le manque d'azote, I'excrétion
des sophorolipides pourrait constituer une réponse au niveau d'énergie
intracellulaire (Davila et al., 1997). La distribution des sophorolipides dans les
différentes classes structurales indiquerait les réponses graduelles des cellules
envers les conditions énergétiques imposées par l'alimentation en substrats
(Davila et al., 1997).

La concentration en azote dans le milieu est donc primordiale pour la
croissance et la production, et la source d'azote elle-méme est décisive (Cooper
et Paddock, 1984). Ainsi, l'extrait de levure est essentiel en raison des vitamines
(thiamine, acide pantothénique, pyridoxyne, etc.) qu'il contient, mais il peut étre

~_ remplacé en partie par d'autre sources comme de 'urée (Zhou et al., 1992). - -

Dés les premiéres recherches sur la levure, les résultats ont montré l'avantage
d'employer une combinaison de glucose et d'huile végétale, qui agit comme
précurseur. En l'absence de I'un ou l'autre des substrats, seule une production
trés faible de sophorolipides (de 2 000 a 4 000 mg/l) est obtenue (Cooper et
Paddock, 1984 ; Zhou et Kosaric, 1993). Néanmoins, 'alimentation de la
seconde source de carbone durant la fin de la phase de croissance des cellules

est avantageuse (Rau et al., 1996). Enfin, a des concentrations d'environs 10% en
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hydrates de carbone et en lipides, la production se chiffre au-dela de 70 000
mg/1 en 5 jours (Cooper et Paddock, 1984 ; Zhou et al., 1992).

Plusieurs substrats furent évalués, ainsi que leur influence sur la répartition des
sophorolipides dans les différentes classes structurales. Parmi les substrats
employés figurent le lactose (Zhou et Kosaric, 1993), diverses huiles végétales
de grade alimentaire (Zhou et al., 1992), de la graisse animale (Desphande et
Daniels, 1995), des acides gras (Rau et al., 1996) et certains esters d'huiles
végétales (Davila et al., 1992). . Ces esters méthylés et éthylés sont obtenus par
transesterification en conditions alcalines et hydrolyse des molécules. Tous les
substrats lipidiques employés ont été efficaces, a des degrés différents, pour la
production de biosurfactants.

Un ratio de la source d'hydrates de carbone sur la source de lipides inférieur a
3/1 conduit & des sophorolipides plus hydrophiles dans le mélange (Asmer et
al., 1988). Les données obtenues a partir d’huile de canola? (Zhou et Kosaric,
1995), d'huile de carthame (Cooper et Paddock, 1984 ; Zhou et al., 1992), d'huile
de tournesol et de soya (Cooper et Paddock, 1984) et d'huile d'olive (Zhou et
Kosaric, 1993) montrérent le meilleur rendement obtenu avec I'huile canola. Par
contre le lactose, contenu dans le petit lait, diminua la productivité de 160 g/1 a
120 g/1 (Zhou et Kosaric, 1993), ce qui démontre tout de méme le fort potentiel
de production a partir de rejets industriels.

Les cosubstrats composés d'acides gras polyinsaturés (tournesol, lin) favorisent
la production de sophorolipides de forme acide (Davila et al., 1994). En

2 Aussi appelée huile de colza.
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présence d'hydrate de carbone et d'huile végétale, seul le rendement en
sophorolipides est influencé par le substrat employé ; le type de sophorolipides,
la concentration micellaire critique et I'abaissement de la tension de surface de
I'eau demeurant relativement constants (Cooper et Paddock, 1984). Mais
lorsque le cosubstrat est un ester de ces huiles, la structure des sophorolipides
varie aussi et les sophorolipides produits ont un plus faible degré de formes
diacétylées que les sophorolipides produits a partir de leurs huiles (Davila et al.,
1994). L'estérification des huiles végétales est aussi d'une grande influence sur
la productivité, qui peut atteindre jusqu'a 300 000 mg/l en mode cuvée
alimentée (Davila et al., 1992), mais elle implique des étapes de traitement
supplémentaires du substrat. L'hydrolyse des glycérides des molécules serait le
facteur facilitant I'assimilation du substrat lipidique.

Enfin, les cosubstrats permettant d'obtenir les meilleurs rendements en
sophorolipides sont les huiles ou les esters riches en acides gras C18:1 et C18:0
qui, a l'inverse des alcanes, ne requiérent pas d'étape d'hydroxylation (Davila et
al., 1994). Les sophorolipides produits a partir d'huiles contiennent
invariablement une plus forte proportion de lactones diacétylés (moins
solubles) que ceux produits a partir d'esters (Davila et al., 1994) et le rendement
en sophorolipides SL-1 demeure relativement constant, ainsi que la composition
du mélange, au cours d'une méme production (Klekner et al., 1991). De plus
fortes concentrations de composés acides sont observées a partir de cosubstrats

lipidiques a fort contenu en composés d'acides gras polyinsaturés.

La concentration en oxygene dissous semble jouer un réle significatif en cours
de production (Desphande et Daniels, 1995). La nature de l'inoculum et sa
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proportion pourraient éliminer la phase de latence en début de production
(Desphande et Daniels, 1995).

Cinétique de production

La majorité des recherches ont été réalisées en mode cuvée (Cooper et Paddock,
1984) ; (Klekner et al., 1991) ; Zhou et al., 1992) parce qu'elles se concentraient sur
la caractérisation des produits et la formulation du milieu de production. Les
publications rapportent des productions en réacteurs de 1L (Zhou et Kosaric,
1993), 2,5L (Lee et Kim, 1993), 4L (Davila et al., 1993), 15L (Desphande et
Daniels, 1995), 30L (Asmer et al., 1988) et S0L (Rau et al., 1996). Néanmoins, il
s'agissait dans tous les cas de productions stériles. Parmi celles-ci, les résultats
ont montré l'avantage de tirer parti du mode de syntheése des sophorolipides,
qui est non associé a la croissance. En effet, le passage du mode cuvée en mode
cuvée alimentée augmenta la production de biosurfactants de 80 g/14120 g/1, a
partir de glucose et d'huile de soya (Lee et Kim, 1993).

Dans d'autres travaux (Davila et al, 1992 ; Rau et al., 1996), les étapes de
croissance et de production furent scindées, en assumant que la croissance se
fait majoritairement a partir du substrat hydrophile, et la production a partir
d'un substrat lipidique. Le substrat lipidique était alimenté en continu
(opération en cuvée alimentée). Les résultats ont montré que la présence des
deux types de substrats était essentielle durant les deux phases. 1l
démontrérent aussi qu'un ajustement de pH a 5,0 était néfaste par rapport a 3,5
et que la température optimale de fermentation était de 25°C. L'influence du
pH peut étre reliée a une inhibition par le produit, dont la solubilité augmente
avec le pH (Davila et al., 1992).
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Enfin, trés peu de recherches rapportent des données sur un mode de
production en continu ot les phases de production et de croissance sont \
distinctes, mais les résultats présentés sont évocateurs. Ainsi, une opération en

mode continu d'un bioréacteur Chemostat de 8,5 litres alimenté en glucose et

acide oléique a permis d'obtenir une concentration de 63 g/1 en moins de 35

heures de production (Fiehler et al., 1997).

Propriétés tensioactives

Les propriétés tensioactives des sophorolipides furent largement moins
étudiées et de facon beaucoup moins spécifique que leur structure. Par \
conséquent, l'abaissement de la tension de surface de l'eau par les
sophorolipides fut rarement rapporté. Une valeur de 33 mN/m fut mesurée
par Cooper et Paddock (1984) et celle de 37 mN/m par Zhou et Kosaric (1995).
Une valeur de CMC de 82 mg/1 a pH 4 fut mesurée par Cooper et Paddock,
mais un autre auteur (Hommel, 1990) rapporte une valeur de 60 mg/1. Enfin,
Cooper et Paddock (1984) ont noté la capacité du mélange de biosurfactants a
disperser une phase hydrophobe et a récupérer du bitume d'un sable
bitumineux tout en spécifiant que selon leurs critéres, les sophorolipides de
Candida bombicola n’agissent pas comme émulsifiants et ne stabilisent pas de

fagon satisfaisante une solution de deux liquides immiscibles.

Application des sophorolipides

Les débouchés entrevus pour les sophorolipides se concentrent sur les produits
A haute valeur ajoutée comme les cosmétiques (Desai et Banat, 1997), les
produits alimentaires (Fiechter, 1992) et les détergents (Fiehler, 1997). Une

compagnie japonaise, Kao Co. Ltd., commercialise les sophorolipides pour des
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lignes de cosmétiques comme Sofina, ou ils agissent comme humectants (Desai
et Banat, 1997). Aprés un procédé d'estérification, les sophorolipides sont
intégrés dans les formulations de produits capillaires et de crémes hydratantes
(Desai et Banat, 1997).

Dans une analyse économique, Desphande et Daniels (1995) ont évalué le cotit
de production des sophorolipides a 2,69 US$/kg et 3,60 US$/kg (suivant deux
méthodes différentes de calcul) dans un fermenteur de 200 000 litres. Mais ils
évaluent que le prix des biosurfactants doit se transiger 2 moins de 2 US$/kg
pour étre compétitifs aux surfactants synthétiques. Enfin, ils ont évalué le
contenu nutritionnel de la biomasse produite et conclu qu'elle pourrait étre

vendue dans l'industrie de production de nourriture animale.
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

Le chapitre présente une synthése des protocoles poursuivis. La premiére partie
s'attache 4 la production des biosurfactants. Les conditions de production en
Erlenmeyer et en réacteur y sont présentées, suivies des méthodes d'analyse des
paramétres de production. La seconde partie porte sur le lavage de sol et détaille les

expériences réalisées pour évaluer le potentiel des biosurfactants pour cette technologie.



2.1. DEMARCHE GENERALE

Le plan de travail poursuivi au long des travaux est illustré a la figure 2.1. 1
présente les étapes expérimentales de la recherche, qui ont également demandé
une attention particuliére pour le développement de techniques analytiques

relatives au suivi de la production de sophorolipides.
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Figure 21 Plan de travail




2.2. PRODUCTION DE SOPHOROLIPIDES (BIOSURFACTANTS)

Parmi les travaux consultés, les résultats publiés par Zhou et ses collaborateurs
(1992, 1993 et 1995) fournissaient plusieurs indications sur le protocole de
production. Ainsj, ils ont publié suffisamment d'informations pour bien cerner
les conditions et facteurs d'influence lors de la production. Ensuite, les
substrats évalués dans leurs travaux, a savoir le glucose et différentes huiles
végétales de grade alimentaire, pouvaient facilement étre retrouvés sous la
méme forme dans des rejets industriels, a l'inverse des esters qui donnent
cependant de meilleurs rendements. Enfin, la production en mode cuvée est la
plus simple a des fins d'étude de faisabilité et d'application en laboratoire. Les
autres recherches publiées sur la production de sophorolipides par la levure
(citées a la section 1.3.2 du chapitre 1) ont servi alors d'appui quant aux
techniques analytiques, aux conditions de production en réacteur (pH,
température, agitation) et a l'influence des substrats sur la production.

2.2.1. SELECTION D'UNE SOUCHE PRODUCTRICE DE BIOSURFACTANTS

Tel que présenté au terme du premier chapitre, la revue des différentes
recherches effectuées sur la production de biosurfactants a mené au choix de la
levure Candida bombicola ATCC 22214 comme souche productrice. Ce choix fut
motivé par sa forte productivité (en biosurfactants) en général, par son potentiel
de production a partir de rejets industriels, par son habileté a baisser la tension
de surface et enfin, en raison de l'acidité du milieu de production qui pourrait
inhiber la croissance de bactéries opportunistes dans le milieu et éviter le
recours a la stérilisation.
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2.2.2. PROVENANCE ET MAINTIEN DE LA SOUCHE

La souche microbienne fut obtenue directement de I'American Type Culture
Collection (Rockville, MD), sous l'identification Candida bombicola ATCC 22214.
Apreés réhydratation, la souche fut maintenue a 4°C sur gélose YM (DIFCO
Laboratories), constituée de 3g/] d'extrait de levure Bacto, de 3g/1 d'extrait de
malt (Difco), de 5g/1 de peptone Bacto, de 10g/1 de dextrose Bacto et de 20g/1
d'agar Bacto. Elle fut par la suite transférée a chaque mois. Le protocole P3A,

présenté en annexe A, présente des informations supplémentaires.

2.2.3.  MILIEU DE PRODUCTION (d'aprés ZHOU et KOSARIC, 1995)

Les besoins chimiques pour la croissance de la levure et la production de
sophorolipides demandent la présence de sources de carbone, d'énergie, d'azote
et de minéraux, ainsi que d'eau et de vitamines. Le milieu optimisé par Zhou et
Kosaric (1995) fut sélectionné pour la présente recherche. Il se compose de
01g/1 de KH2POy, 5g/1 MgSO47H:0, 0,1g/1 FeCls, 0,1g/1 NaCl, 4g/1 d'extrait
de levure, 1g/1 d'urée, de 105g/1 d'huile canola (grade alimentaire, sans agents
de conservation) et de 100g/1 de glucose. Le pH du milieu est ajusté a 4,5 avec
de l'acide chlorhydrique.

Pour les productions a partir d'un milieu initialement stérile, le milieu est
complété avec de l'eau distillée puis autoclavé durant 20 minutes A 121°C,
101,3kPa. Pour les productions en milieu non stérilisé, de l'eau courante est
employée et le milieu est non autoclavé. L'huile de canola et le glucose sont les
substrats dont la substitution par des rejets industriels est visée. La provenance
des produits chimique est indiquée dans le protocole P3B, sous la section

matériels, en annexe A.



66

Température

La température optimale de croissance de la levure fut rapportée pour une
plage de 22°C a 25°C (Spencer et al., 1979). Certains auteurs ont vérifié
I'influence de la température sur la croissance et la production et dans ces cas, la
température optimale varie entre 25°C (Davila et al., 1997) et 27°C (Desphande
et Daniels, 1995). Ils n'ont cependant fait ces évaluations que pour une plage de
température allant de 25°C a 37°C. Zhou et ses collaborateurs (1992, 1993 et
1995) ont réalisé leurs expériences a 30°C. Aucune des publications consultées

ne rapporte de production a température ambiante.

Dans le but de simplifier le procédé, les expériences furent réalisées a
température ambiante (21°C), en recouvrant les Erlenmeyer de papier
d'aluminium pour minimiser la perte de chaleur dégagée par la respiration

cellulaire.

pH

Zhou et Kosaric (1995) n'ont pas ajusté le pH durant leurs essais, qui descendait
rapidement de 4,5 a des valeurs de 3,2 - 34. Sous d'autres conditions, le pH
descendait en quelques heures de 6,0 a 2,8 (Desphande et Daniels, 1995).
Certains auteurs ont évalué un pH optimal de croissance et de production
autour de 3,5 (Davila et al., 1997 ; Desphande et Daniels, 1995) et 4,7 (Fiehler,
1997). Le fait d'ajuster le pH augmente le rendement de production d'environs
20% (97g/1 a 120g/1) (Desphande et Daniels, 1995).

D'apres ces informations, le pH ne fut pas ajusté, sauf au temps 0, ou il fut
ajusté a 4,5. Ceci évite 'emploi de produits chimiques supplémentaires.
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2.2.4, CONDITIONS DE PRODUCTION EN ERLENMEYER

Inoculum

Deux colonies prélevées sur les géloses YM servaient a l'ensemencement d'un
Erlenmeyer de 11 a chicanes contenant 0,2 1 de milieu de cuiture YM liquide
stérile, ce milieu contenant 1% de glucose (10g/1). Apres une croissance de 48
heures & température ambiante sous agitation de 200 rpm, un second
Erlenmeyer de 1 1 & chicanes contenant 0,3 | de milieu liquide stérile YM fut
ensemencé avec 0,01 1 de la premiere culture (3% v/v). Aprés 24 heures
d'agitation & 200 rpm et température ambiante, 0,03 | de cette seconde culture

servaient d'inoculum pour 0,3 | de milieu de production (10% v/v).

L'ajout de 10% de milieu YM au milieu de production implique que les
concentrations initiales en glucose et en huile végétale sont de 9,1% et 9,5%,
respectivement, pour le milieu total de production (les concentrations du milieu
avant inoculation sont de 10% et 10,5%). Le protocole P3B en annexe A

présente de fagon détaillée la démarche.

Pour des productions de 1,6 | en erlemeyer de 6 I muni de chicanes, la
procédure est identique, a I'exception de I'inoculum du milieu de production
qui est de 0,16 1 au lieu de 0,030 L.
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2.2.5. CONDITIONS DE PRODUCTION EN REACTEUR

Inoculum

Deux colonies de Candida bombicola étaient prélevées et ensemencées dans 0,3 1
de milieu YM (protocole P3A) stérile contenus dans un Erlenmeyer de 11 a
chicanes, puis incubés a température ambiante, a 200rpm pour 48 hrs. Deux
cent quarante millilitres (0,24 1) de cette culture servirent ensuite d'inoculum
pour 8 | de milieu YM stérile répartis dans quatre Erlenmeyer a chicane de 6 1
chacun. Apres 24 heures d'incubation a température ambiante a 200rpm, la
totalité de cette culture servit d'inoculum a 72 litres de milieu de production en
réacteur. L'évaluation de la persistance de la culture fut évaluée en conservant
8 litres de la fin de production précédente pour inoculer 72 litres d'un milieu de
production frais (non stérile).

Réacteur

Le réacteur en acier inoxydable possédait un volume utile de 100 litres
(diametre interne de 50,8 cm), mais fut rempli a 80 litres de milieu de
production, incluant l'innoculum. L'aération fut maintenue a 0,85 vvm et
distribuée a l'aide d'un serpentin en PVC perforé, disposé au fond du réacteur.
Deux hélices marines a deux pales (diamétre de 13,97 cm), disposées & 13,97 cm
du fond et & 16,51 cm l'une de ['autre, assuraient l'agitation en poussant le
liquide vers le haut (la viscosité du milieu le permettant), ce qui évitait
'accumulation d'huile végétale non émulsifiée sur le bord des parois en surface
(zones mortes). La vitesse d'agitation était maintenue a 400 rpm (moteur de ¥4
HP).
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Un schéma du réacteur utilisé au laboratoire est présenté a la figure 2.2.
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Figure 2.2 Réacteur pour la production de sophorolipides

2.2.6. TECHNIQUES ANALYTIQUES : SUIVI DE LA PRODUCTION

La mise au point des techniques analytiques relatives au suivi de la production
a nécessité plusieurs expériences. Pour chaque méthode présentée dans cette
section, le numéro d'identification du protocole correspondant est indiqué entre
parentheése. Les lecteurs pourront s'y référer, en annexe A, pour plus de détails
sur les équipements, la méthodologie et les produits chimiques. Ces
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informations ne sont pas essentielles a la compréhension des expériences et de
leurs résultats mais certaines précisions pertinentes et recommandations sur les
méthodes, leurs limites et leurs applications sont fournies, accompagnées de
figures et diagrammes. Les principaux éléments de ces techniques analytiques

sont présentés ci-dessous.

2.2.6.1 Biomasse (protocole P3C)

La masse cellulaire présente dans le milieu fut déterminée sur la base de son
poids sec. Un échantillon de 10 ml de bouillon de production est prélevé, tout
en maintenant l'agitation du milieu pour assurer un échantillonnage
représentatif. Apres centrifugation a 8500 rpm durant 20 minutes (21°C), le
surnageant est récupéré pour d'autres analyses et 5 ml d'eau et 20 ml d'acétate
d'éthyle sont ajoutés au culot qui est resuspendu et recentrifugé sous les mémes
conditions que précédemment. Le surnageant est conservé et ajouté au
premier, tandis que le culot est récupéré et séché a 105°C jusqu'a lobtention
d'un poids constant. L'erreur moyenne sur les mesures fut de 3%, le maximum
pouvant aller jusqu'a 16% au premier jour de production (i.e. quand la

concentration totale est de moins de 5 g/1).

2.2.6.2 Sophorolipides

Les méthodes d'analyses des sophorolipides peuvent &tre complexes et
demander des équipements spécialisés. Ainsi, I'usage de la chromatographie
liquide & haute performance (HPLC) implique la mise au point d'une méthode
trés spécifique pour des composés peu usuels. Si cette méthode permet une
identification certaine des sophorolipides, elle peut demander un temps de

développement relativement long, d'autant plus que les sophorolipides ne sont
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pas disponibles en tant que standards de calibration. Cependant, dans les
travaux publiés sur la production de sophorolipides, d'autres techniques sont
combinées & la chromatographie a haute performance et ces techniques visent la
quantification des sophorolipides.

Deux méthodes de quantifications furent alors employées pour !'estimation de
la production, soit la gravimétrie et la spectrophotométrie. Afin de confirmer
l'identité des composés récupérés, une méthode d'identification relativement
simple fut employée. Il s'agit de la chromatographie en couche mince. Cette
méthode est assez spécifique pour permettre d'associer les composés produits
aux sophorolipides, quoiqu'elle ne permette pas l'identification de chaque

composeé.

Les trois méthodes font appel a l'extraction préalable des sophorolipides a
l'acétate d'éthyle. La tension de surface des sophorolipides purifiés fut mesurée
afin de déterminer la concentration micellaire critique du mélange de

sophorolipides.

Gravimétrie (protocole P3C)

Apres centrifugations et extraction de I'échantillon a 'acétate d'éthyle (pour la
détermination de la masse de cellules), les surnageants récupérés forment deux
phases. La phase légere (organique) est récupérée du tube a centrifuger a l'aide
d'une pipette pasteur et la phase lourde (aqueuse) est réextraite 3 fois avec 20
ml d'acétate d'éthyle, la phase organique étant a chaque fois récupérée dans un
ballon a fond rond. La phase organique est ensuite évaporée & 70°C-80°C sur
un roto-évaporateur opérant sous vide. Le résidu (sophorolipides) est lavé a
I'hexane, pour retirer les acides gras, séché puis pesé jusqu'a l'obtention d'un
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poids constant. L'erreur moyenne sur les extractions et les résidus récupérés fut

de 4% et constante (erreur maximale observée de 5,2%).

Spectrophotométrie (protocole P3E)

Les sophorolipides peuvent étre évalués par analyses des sucres de la phase
organique suivant les extractions du milieu de production (Desphande et
Daniels, 1995). La méthode se base sur les informations structurales connues
sur les sophorolipides (voir la figure 1.12 du chapitre 1). Avec le glucose
comme standard (Desphande et Daniels, 1995), le contenu en sophorolipides
peut étre estimé en assumant que 1 gramme de glucose dans la phase organique
correspond a 1,91 g de sophorolipides (Asmer et al., 1988) La méthode
colorimétrique au phénol (Dubois et al., 1956) fut employée pour l'analyse d'un
échantillon de phase organique récupérée.

Chromatographie en couche mince (protocole P3F)

L'analyse qualitative des sophorolipides fut réalisée en chromatographie en
couche mince (TLC) selon les spécifications d'Asmer et ses collaborateurs
(1988). 5 a 15 pl du milieu de production extrait a 'acétate d'éthyle furent
appliqués sur des plaques de 20cm x 20cm x 1cm en gel de silice. Le solvant a
développement était composé de chloroforme/méthanol/eau (65:15:2). Le
réactif a détection se composait d'un mélange d'anisaldéhyde/acide
sulfurique/acide acétique (0,5:1:50). Plusieurs standards internes furent testés :
cholestérol, acétate de cholestérol, 17a-hydroxyprogestérone, 1la-
hydroxyprogestérone, cortisone et galactocérébroside.
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Mesure de la tension de surface et de la CMC (protocole P3G)

Les mesures de tension de surface furent réalisées avec un tensiometre
fonctionnant avec un anneau de platine, qui représente la méthode de l'anneau
du Nouy (Fisher Scientific Ltd, modéle 21, Tensiomat semi-automatique). Les
sophorolipides récupérés aprés extractions a l'acétate d'éthyle et lavage a
I'hexane ont été séchés et passés au mortier. Une quantité connue de ces
sophorolipides (sous forme de poudre) fut diluée dans un volume connu d'eau
distillée puis solubilisée dans un bain a ultrasons. Cette solution fut par la suite
diluée et la tension de surface mesurée pour plusieurs concentrations. Le
tensiometre fut calibré avec de l'eau distillée, pour laquelle la mesure de tension
de surface était de 77,8 dynes/cm. L'obtention de trois mesures successives
similaires était nécessaire avant de déterminer la tension de surface de la
solution, qui est formée de la moyenne de ces trois mesures. La concentration
micellaire critique (CMC) fut déterminée en tracant les valeurs de tension de

surfaces mesurées en fonction des concentrations respectives de la solution.

2.2.6.3 Huile végétale (protocole P3C)

L'hexane ayant servi au lavage des sophorolipides aprés évaporation de
l'acétate d'éthyle est récupéré dans une fiole préalablement pesée. Le mélange
est ensuite évaporé puis pesé jusqu'a poids constant. L'erreur sur les mesures
d'huile végétale récupérée furent de 10% pour les premiers jours (1 a 4) de

production, pour étre de moins de 5% les jours suivants.
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2.2.6.4 Glucose (protocole P3D)

La concentration en glucose dans le milieu de production est estimée a l'aide de
l'analyse de la phase aqueuse récupérée apres les extractions a l'acétate d'éthyle.
L'estimation suit la méthode colorimétrique au phénol (Dubois et al., 1956), avec
le glucose comme standard. Pour chaque échantillon, initial, trois analyses sont
réalisées. L'erreur moyenne sur les mesures fut de 4% dans 95% des cas, l'erreur
maximale étant de 10%.

2.2.6.5 Rendement

Le rendement en sophorolipides fut défini par Davila et ses collaborateurs
(1994) comme le ratio de la masse de sophorolipides produite (g) sur la masse
de glucose et de substrat lipidique consommé (g) durant une période de

production donnée. La méme définition fut employée dans cette recherche.

2.2.6.6 Vérification de Ia pureté microbiologique du milieu non stérile
(protocole P3H)

Pour vérifier s'il y a eut croissance de micro-organismes opportunistes autres
que Candida bombicola durant les productions en milieux non stérilisés, des
décomptes microbiens sur milieux sélectifs furent réalisés en début et en fin de
production. Deux types de géloses furent employés, soit un favorisant la
croissance des hétérotrophes totaux et un favorisant la croissance des levures.
100u! de bouillon de production étaient dilués dans de l'eau saline stérile a
diverses concentrations pour permettre les décomptes. Aprés incubation, les
unités formant des colonies furent répertoriées, suivant leur groupe et leur
apparence. Les différentes colonies étaient ensuite observées au microscope

pour mieux les caractériser.
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2.3. LAVAGE DE sOL

2.3.1. SoL A L'ETUDE

Dans les premiéres étapes du plan de travail, il était opportun de tester
I'habileté de la solution brute a laver un sol contaminé avant de concentrer les
efforts sur les techniques analytiques en développement. Le potentiel de lavage
du bouillon brut de production de sophorolipides fut évalué pour un sable
grossier (Imm < Oparticules < 4,75mm) contaminé a 13 000 mg/kg de Cio-Cso.
Apres ces essais préliminaires, un sable de granulométrie plus fine mais de
contamination similaire fut employé. Ce sont les caractéristiques de ce sol qui

sont présentées ci-dessous.

2.3.1.1  Granulométrie

Le sol initial, dont la courbe granulométrique est présentée a I'annexe B fut
séché, broyé et tamisé & Imm. Aprés tamisage, 95% des particules ont un
diametre entre 0,08mm et Imm. Le sol est donc un sable de granulométrie fine
4 moyenne, selon les classifications de 1'American Society for Testing &
Materials, contenant trés peu de fines (argile et limon). Le sol contient peu de

matiére organique.

2.3.1.2 Contamination

La contamination du sol en C10-Cso a pris son origine dans un site de raffinerie.
La concentration en contaminants sur la fraction tamisée du sol est de 13 400
mg/kg de sol sec. La contamination se répartit sur toutes les plages
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d'hydrocarbures, ainsi que le présente le tableau 2.1. Les analyses furent
réalisées a l'extérieur (Novamann Maxxam, Lachine), selon la méthode 410-
HYD.1.0 du Ministere de I'environnement et de la faune (Annexe A).

Tableau 2.1 Contamination du sol, par plage d'hydrocarbures
Plage d'hydrocarbures Concentration dans le sol (mg/kg sec)
Cir-Ciy 3400
C-Coo 5000
Cso-Cao 3400
Cia-Cso 1600
Cio-Cso 13 400

2.3.2. CONDITIONS DE LAVAGE (protocole P3l)

Les parameétres étudiés furent la concentration de la solution de lavage et la
température de lavage (21°C et 50°C), en fonction de la concentration résiduelle

en contaminants dans le sol lavé.

Les lavages ont été réalisés en mode cuvée dans des béchers de 0,6 |, chaque
lavage étant réalisé en triplica. Aprés mélange du sol, 22 grammes étaient
prélevés et déposés dans trois béchers et 0,125 1 de solution de lavage y étaient
ajoutés (15% p/v). Les solutions de lavage étaient préalablement amenées a la
température de lavage. Un agitateur a quatre postes (Phipps & Bird) permettait
de maintenir I'agitation a 150 rpm. Pour évaluer l'efficacité de lavage a 50°C, le
montage était disposé dans un bain chauffant. Chaque lavage impliquait quatre
cycles d'agitation de 30 minutes entrecoupés de 24 heures de décantation.
Apres chaque décantation, le surnageant était retiré et le méme volume d'une
solution fraiche rajouté pour le prochain cycle. Aprés la derniére décantation, le
surnageant était retiré et I'échantillon de sol mélangé et envoyé pour analyse
des Ci10-Cso résiduels. En général, l'écart-type observé entre les triplica fut de
530 mg/kg.



CHAPITRE 3

PRODUCTION DE SOPHOROLIPIDES

- RESULTATS ET DISCUSSION -

Une importante partie du projet fut consacrée a la production de sophorolipides, I'étape
limitant le passage aux objectifs de lavage de sol. Ce chapitre présente résultats relatifs
a la production de sophorolipides par Candida bombicola ATCC 22214, lesquelles ont
été obtenues suite a la mise au point des techniques analytiques présentées au chapitre
2. Les résultats sont illustrés pour des productions "idéales", puis comparés a des
productions ou des milieux non stérilisés et des rejets industriels furent utilisés. Enfin,
les résultats de production de 80 litres de solution de biosurfactants en réacteur sont

présentés et discutes.
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3.1. PRODUCTIONS EN ERLENMEYER

3.1.1. MILIEU IDEAL STERILE

On entend par milieu idéal le milieu décrit par Zhou et Kosaric (1995), repris a
la section 2.2.3 du chapitre précédent, dont les principaux substrats sont de
l'huile de canola et du dextrose (glucose) purs. 1,6 1 de ce milieu furent
stérilisés avant inoculation avec une culture pure de Candida bombicola dans un
Erlenmeyer de 6 | muni de chicanes. Un tel volume fut nécessaire pour réaliser
un cycle complet de lavage de sol. Plusieurs productions furent réalisées pour
la mise au point des techniques analytiques, et les premiers bouillons produis
ont servi aux essais préliminaires de lavage de sol (ces résultats de lavage sont

présentés au chapitre 4 suivant).

Techniques analytiques et erreur expérimentale

Les concentrations en biosurfactants (sophorolipides) ont été obtenues par
gravimétrie. La méthode colorimétrique au phénol n'a pas permis d'obtenir des
résultats concordants avec les valeurs gravimétriques et n'a pas été retenue
pour 'analyse quantitative des biosurfactants. La présence de groupes acétylés
sur les sophoroses semble entraver I'hydrolyse complete des molécules et la
quantification par mesure du glucose. Toutefois, la colorimétrie ne fut pas
intensément évaluée ; ainsi la méthode de quantification a I'anthrone qui est
mentionnée dans la littérature n'a pas été vérifiée et pourrait s'avérer plus
appropriée. Pour plus de détails concernant les essais sur la méthode
colorimétrique, leurs résultats sont présentés et discutés dans le protocole P3E,
en Annexe A.
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Les erreurs les plus significatives sur les mesures ont été observées aux
premiers jours de production, & ou les quantités en biomasse et en
sophorolipides étaient faibles et I'huile végétale non émulsionnée, ce qui rendait
un échantillonnage homogene difficile (deux phases en présence). Par ailleurs,
la forte concentration en sophorolipides vers la fin de production changeait la
rhéologie du milieu, qui était & ce moment plus dense, et nuisait & un
échantillonnage représentatif. Cette difficulté d'échantillonnage apres la
période de croissance de la biomasse, ol la concentration en sophorolipides
s'éleve considérablement, fut par ailleurs relevée par Davila et ses
collaborateurs (1992) ainsi que Rau et ses collegues (1996). Des informations
supplémentaires sur les analyses d'erreur expérimentale sur les extractions sont
données dans le protocole P3C en Annexe A. Mais de facon générale, les
erreurs les plus significatives sont dues a I'échantillonnage et non a la méthode
analytique, et furent de l'ordre de 10% (écart-type ramené sur la moyenne de
triplica).

Suivi de la production

La figure 3.1 présente le suivi des principaux parametres de production, soit les
productions de biomasse et de sophorolipides, ainsi que les consommations de
glucose et d'huile de canola. L'évolution du pH du milieu et de la température
y sont également présentés.

La figure 3.1 montre clairement que l'isolation des erlemeyers a l'aide de papier
d'aluminium a favorisé le maintien d'une température propice a la croissance et
a la production, qui se situe entre 25 et 30°C selon les études (voir la section
2.2.3 du chapitre précédent). En raison de l'activité microbienne (voir la courbe

de croissance de biomasse) la température a augmenté immédiatement de 21°C
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a un peu moins de 30°C, pour se maintenir a cette valeur tout au long de la
production, sans avoir recours a aucun systéme externe de chauffage. La baisse
de température observée au jour 7 est reliée a un arrét imprévu de l'agitation
qui a eu lieu entre le jour 6 et le jour 7. Cet arrét est directement reflété sur les
mesures de température, de pH, ainsi que sur les cinétiques de production et de
consommation. En conséquence, entre le jour 6 et le jour 8 de production, il n'y
a eu aucune évolution dans le milieu et il serait plus juste de parler d'une
production de 45g/1 de sophorolipides en six jours plutdt qu'en huit. Enfin, le
pH du milieu descendit des le début de la production de 4,5 & moins de 2,8, ce
qui correspond aux données de la littérature mentionnées au chapitre

précédent.
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Figure3.1 Suivi de la production de sophorolipides par Candida
bombicola en Erlenmeyer de 6 1 dans un milieu stérilisé
contenant 9,1% (p/v.) de glucose et 9,5% (p/v) d'huile de
canola.
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En observant la pente des courbes de disparition des substrats (i.e. dS/dt), le
glucose fut plus rapidement utilisé que l'huile végétale (fig.3.1), jusqu'a une
concentration dans le milieu d'environs 10 g/l de glucose au jour 6. La
consommation d'huile végétale par les micro-organismes n'a débuté que
lorsque le glucose efit presque atteint sa concentration finale, entre le quatrieme
jour et le cinquiéme jour de production. L'huile fut a ce moment utilisée
rapidement, comme le montre l'accentuation de la pente, jusqu'd une

concentration d'un peu plus de 60g/1 (jour 6).

La concentration en biomasse a atteint prés de 15g/l aprés 3 jours de
production et demeura relativement constante jusqu'a son arrét (jour 8). Une
faible baisse est visible au jour 7 et confirme le manque d'oxygene engendré par
l'arrét de l'agitation entre les jours 6 et 7. La concentration maximale en
biomasse fut deux fois moindre que celle observée par Zhou et Kosaric (1995)
(31 g/1) et cette situation peut étre attribuée a la mise a l'échelle, leurs

expériences ayant été réalisées en Erlenmeyer de 0,5 | sans chicanes.

Ainsi que le montre la figure 3.1, la production des sophorolipides a débuté des
le début de la production mais la majorité fut produite durant la phase
stationnaire de croissance de la levure, ce qui répond a une cinétique de
production non associée a la croissance. L'accumulation la plus importante de
sophorolipides dans le milieu a concordé avec le début de la consommation
d'huile végétale. Ainsi, tel qu'avancé par Davila et ses collaborateurs (1992), la
biomasse serait principalement produite a partir du glucose, puisque le taux de
consommation de glucose est directement relié au taux de croissance alors que
le taux de production des sophorolipides augmente suite a 'augmentation de la

consommation de la deuxiéme source de carbone. Le fait que ces deux derniers
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ne soient pas directement reliés (comme le glucose et la biomasse) suggere

fortement que la syntheése des sophorolipides est un processus enzymatique.

La concentration en sophorolipides atteinte aprés 6 jours de production fut
pour ce type de production, de 45g/1, pour un rendement de 0,39g/g par
rapport aux deux substrats. Cette valeur se compare aux données de la
littérature, ot on présente entre autres des rendements en sophorolipides de
0,39 et 043 g/g pour des productions de 7 jours & partir d'huile de palme et
d'huile de tournesol, respectivement (Davila et al., 1994).

D'aprés la figure 3.1, il est clair que si la croissance de biomasse intervient
rapidement, la consommation de l'huile végétale et l'accumulation des
sophorolipides n'a débuté qu'aprés 5 jours de production, ce qui est
relativement long. D'autant plus que la concentration en sophorolipides
obtenue aprés six jours ne fut que de 45g/1, comparativement & plus de 120g/1
obtenus par Zhou et Kosaric (1995). Ceci est probablement relié a la nature de
l'inoculant employé. En effet, ces chercheurs ont utilisé un milieu de culture
identique au milieu de production, ce qui permet aux micro-organismes de
s'acclimater & la présence du substrat hydrophobe et de réduire la phase de
latence avant son utilisation, enclenchant I'accumulation des sophorolipides
plus rapidement. Dans la présente recherche, la culture servant d'inoculant fut
a base de glucose seulement, c'est pourquoi la période d'acclimatation des
micro-organismes envers l'huile végétale fut observée durant la production.
Enfin, le fait d'employer des Erlenmeyer de 6 | plutét que des erlemeyers de
moins d'un litre, méme s'ils sont munis de chicanes, limite la diffusion
d'oxygene, qui serait un élément majeur pour la production des sophorolipides
(Desphande et Daniels, 1995). 1 faut rappeler que l'usage de ces Erlenmeyer ne
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fut destiné qu'a produire des volumes suffisants pour des essais préliminaires
de lavage de sol a des fins d'étude de faisabilité ; I'optimisation de la production
ne constituait pas un objectif au cours de cet essai. Ainsi, une production de
45g/1 de biosurfactants dans ces conditions fut considérée prometteuse en
regard des rendements obtenus pour des cultures bactériennes (de l'ordre de

moins de 10g/1).

3.1.2. MILIEU IDEAL NON STERILE

La production en milieu non stérilisé fut réalisée sous les mémes conditions et
en paralléle de la production en milieu "idéal" stérilisé précédente. Par contre,
le volume de production fut de 0,3 1 en Erlenmeyer de 1 1 a chicanes et la

production fut poursuivie durant 13 jours (figure 3.2).
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Figure 3.2 Suivi de la production en Erlenmeyer d'un litre a partir d'un milieu non
stérilisé contenant 9,1% de glucose pur et 9,5% d'huile de canola pure.
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De fagon générale, on observe la similarité avec la production en milieu stérilisé
(fig- 3.1). La température fut moins constante et en moyenne un peu inférieure,
pour se situer & 26°C, mais demeura dans la plage optimale de 25°C a 30°C pour
la production et la croissance. L'arrét de l'agitation entre le jour 6 et le jour 7
semble avoir eu un impact un peu plus prononcé sur les cellules que lors de la
production en Erlenmeyer de 6000ml : celle-la ne revint & sa concentration
maximale qu'au jour 9, en passant de 15 g/1 a 20 g/1. Par contre, il n'y efit pas
d'effet marqué sur le pH du milieu, qui se maintint toujours en-dega de 3.

Du c6té de la consommation des substrats, on remarque la variabilité des
mesures d'huile végétale en début de production, causée par des difficultés
d'échantillonnage. De facon générale, la consommation d'huile végétale fut
immeédiatement suivie d'une augmentation du taux de production de
sophorolipides (pente de la courbe). Le glucose fut consommé relativement
rapidement, pour atteindre une valeur limite de 10g/1 dés le cinquiéme jour de
production, apres quoi seule l'huile végétale fut consommeée. Etant donné que
la masse cellulaire s'est maintenue a une valeur de 20g/1 jusqu'au jour 13, on
7peut7 s;p;)oserique I'huile végétale sert aussi, mais dans une moindre mesure,
de substrat de croissance et que la production de sophorolipides est li¢e a la

présence d'enzymes sécrétées en présence d'huile végétale.

Le taux de production de sophorolipides fut plus élevé au départ pour les
expériences en Erlenmeyer de 1 1, puisque la concentration atteinte était
supérieure a 40 g/l aprés quatre jours de production (fig. 3.3). De plus, la
production fut plus constante qu'en Erlenmeyer de 6 |, ot elle avait augmenté
brusquement (productivité plus élevée) du jour 5 au jour 6. La production de

sophorolipides augmenta ainsi graduellement jusqu'a une concentration de



85

pres de 90g/1 apres 13 jours de production pour un rendement de 0,52g/g par
rapport aux substrats.
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Figure 3.3 Comparaison des productions de sophorolipides en
milieu idéal stérilisé (1600ml de milieu) et non stérilisé
(300ml de milieu) avant inoculation avec Candida
bombicola.

Puisque les conditions de productions étaient différentes en terme de volume, il
est juste d'attribuer le meilleur rendement de la levure a la mise a I'échelle. En
effet, méme si le ratio volume de liquide:volume de I'Erlenmeyer et les
proportions dimensionnelles furent identiques, I'effet du poids du liquide dans
les Erlenmeyer jouait un réle lors de son déplacement au cours de I'agitation.
Ainsi, le contenu des Erlenmeyer de 6 1 se contentait de tourner au rythme de
l'agitateur, tandis que dans les Erlenmeyer plus petits, une forte agitation était
créée par les chicanes. C'est pourquoi le plus faible rendement est

vraisemblablement attribuable a une agitation insuffisante et reliée au transfert
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d'oxygéne. De plus, en observant la figure 3.3, on peut également présumer
que si la production en Erlenmeyer de 6 ] fut poursuivie au-dela de 8 jours, la
production de sophorolipides serait comparable dans les deux cas, puisque seul

un écart de 10g/1 a 20g/1 existe a partir du sixiéme jour.

Enfin, la conclusion la plus importante fut que l'utilisation d'un milieu de
production non stérilisé, formulé a partir d'eau courante et sur lequel aucune
mesure particuliére pour éviter une contamination ne fut prise, n'a pas eu
d'effet majeur d'inhibition sur la production de sophorolipides. Par conséquent,
le passage au remplacement de certains substrats par des rejets industriels ne

fut pas écarté.

3.1.3. PRODUCTION A PARTIR DE REJETS INDUSTRIELS

A la suite des résultats en Erlenmeyer, la production de biosurfactants a partir
de deux rejets industriels en milieu non stérilisé fut étudiée. La nature des
rejets et leur accessibilité furent les principaux facteurs considérés pour leur
sélection. Des productions paralleles permettant d'évaluer l'impact de chacun
d'eux sur la production de sophorolipides furent complétées.

3.1.3.1  Choix des rejets

Les substrats évalués devaient constituer un sous-produit de l'industrie agro-
alimentaire pour étre considéré dans la présente étude. Les rejets recherchés
devaient pouvoir constituer une source hydrophile riche en hydrates de
carbone et une source hydrophobe riche en acides gras. Enfin, chacun de ces
rejets devait étre disponible en quantités suffisantes, a coit minimal et dans un

méme rayon de distance. Ce dernier critére visait 4 minimiser les cofts de
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transport pour amener ces rejets a un site éventuel de production de

biosurfactants et de lavage de sol.

La sélection des rejets fut entreprise par une inscription a la Bourse québécoise
des matieres secondaires (Société québécoise de récupération et de recyclage,
Québec), dont I'objectif est de fournir un outil de gestion pour la valorisation
des matieres secondaires d'origine industrielle, municipale, commerciale et
institutionnelle. Son réle est de favoriser la transaction de matieres entre
producteurs et utilisateurs. Cette démarche a donc permis d'amorcer les
contacts avec diverses entreprises et récupérateurs pour finalement sélectionner
de la mélasse non raffinée et de I'huile végétale usée générés dans la région de
Montréal (Qusé).

Source hydrophile riche en hydrates de carbone

Lors du procédé de raffinage du sucre et de ses produits dérivés (sucrose, sucre
inverti), un rejet de production non cristallisable se présentant sous forme de
sirupeuse est généré. Il s'agit de mélasse sous forme non raffinée, de qualité et- -
de composition variable. Chez Sucre Lantic Ltée. (Montréal), ce sous-produit est
vendu pour raffinage et incorporation dans la nourriture pour animaux, de
méme que pour favoriser la croissance de levures. Selon les données
mensuelles sur sa composition, le rejet comprend en moyenne 50% de sucres
totaux (tableau 3.1). Elle se vend a environs 112$ CDN la tonne métrique, ce qui
revient a 0,112$/kg, comparativement a 1,015$/kg pour le sucrose. A titre

comparatif, la mélasse raffinée composée a 72% de sucres totaux se vend
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présentement a 0,655/kg, tandis que la mélasse raffinée composée a 55% de
sucres totaux se vend a 0,40$/kg a échelle industrielle!.

Tableau 3.1 Composition moyenne de la mélasse non raffinée de Sucre
Lantic Ltée. (données fournies par la compagnie, a titre indicatif seulement).

Composant Pourcentage
Saccharose 40,14
Sucre inverti 11,88
Cendres 6,99
Organiques non sucres 18,61
Eau 22,38
Total 100,00

Par ailleurs, le contenu en sucres des échantillons de mélasse employés fut
analysé par colorimétrie avec le glucose pur comme standard. Les résultats ont
montré une concentration de 52% en sucres dans la mélasse, ce qui concorde
avec les données fournies par la compagnie (tableau 3.1). Cette concentration
en sucres de la mélasse fut par la suite employée pour calculer la concentration
équivalente de mélasse nécessaire a ajouter au milieu en remplacement du

glucose pur.

Outre son contenu glucidique, la mélasse est susceptible de contenir plusieurs
autres composés ; dans le cas présent, c'est son contenu en azote qui se montre
intéressant. Il faut rappeler que I'azote est un élément clé pour la synthese des
sophorolipides, qui aura lieu pour une plage de concentration restreinte en

azote et en conditions limitantes (revoir la section 1.3.2 du chapitre 1). De plus,

1 Source: Aliments Grand'ma
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il fut démontré que si l'extrait de levure (source d'azote et de vitamines) est
nécessaire en concentration minimale (pour apporter environs 1/3 du contenu
total en azote), la proportion manquante d'azote peut étre apportée par d'autres
sources et une variété de formes azotées est favorable, comparativement a de
l'extrait de levure employé seul (Zhou et al., 1992). C'est pour cette raison que le

milieu idéal est formé d'une combinaison d'extrait de levure et d'urée.

Le contenu en azote de I'urée est relié & sa formule chimique (NH2CONHb). Elle
apporte 470mg/l d'azote au milieu de production qui contient 1000mg
urée/litre de milieu (tableau 3.2). La mélasse non raffinée et l'extrait de levure
employés au cours des expériences furent analysés pour leur contenu en azote

ammoniacal et en azote Kjeldahl (total) (tableau 3.2).

Tableau 3.2 Apport en azote de 'extrait de levure, de l'urée et de la mélasse
non raffinée.

Contenu en N-NH;  Contenuen N-tot  Apport en azote total

Composé (mg/100g) (mg/100g) dans le milieu (g
Extrait de levure 683 2514 101

Urée - 47 000 470
Mélasse non 58 205 394a
raffinée

2 En assumant 52g glucose/100g mélasse, pour une concentration a 10% en glucose dans le
milieu avant inoculation.

Sur la foi de ces analyses, il fut donc décidé de supprimer l'urée pour les
productions out de la mélasse non raffinée était employée, puisque I'apport en
azote total provenant de celle-ci est 2 100mg prés équivalent. Des essais en
Erlenmeyer de 1 1 ou seul le glucose fut remplacé par la mélasse (résultats non
montrés) ont par ailleurs montré des productivités en biosurfactants
relativement faibles (moins de 10g/l), alors que les mémes expériences en

absence d'urée ont donné des rendements de beaucoup supérieurs (plus de
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70g/1), ce qui laisse supposer que la présence d'azote dans la mélasse est bien

un facteur d'importance dans la formulation du milieu.

Source lipophile riche en acides gras polyinsaturés

Ainsi que mentionné au chapitre 1, une équipe de chercheurs s'est penchée sur
l'influence du précurseur lipidique sur la production de sophorolipides et la
structure du mélange de sophorolipides produits (Davila et al., 1994). D'une
part, leurs résultats ont montré que la proportion de formes acides des
sophorolipides (les plus solubles) par rapport aux formes lactones (toujours
prédominantes) augmentait lorsque le cosubtrat hydrophobe est
principalement composé d'acides gras polyinsaturés. D'autre part, ils ont
montré que la productivité de la levure est meilleure lorsque le cosubstrat est

un ester ou une huile riche en acides gras C18:1 et C18:0.

Ces résultats ont aidé a la sélection d'un rejet industriel a base de gras. Parmi
les rejets disponibles se trouvaient de la graisse animale, des mélanges d'huiles
ayant servit dans l'industrie de la restauration, ainsi que de l'huile végétale
provenant de l'industrie des croustilles et aliments similaires. Le premier fut
écarté en raison de la forme solide qui y est associée (implique une étape de
chauffage dans le procédé) et en raison des acides gras saturés qui le
composent. Le second fut écarté en raison des origines diverses des huiles
récupérées et de la variabilité des mélanges, ainsi que du fait qu'il se présente
fréquemment sous forme solide et nécessite une filtration pour retirer les
nombreux résidus. Le troisiéme rejet par contre se montrait particulierement
intéressant pour plusieurs raisons. En effet, les industries produisant des
croustilles sont généralement de taille imposante et les volumes de rejets
générés suffisants pour répondre a des besoins de production de
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sophorolipides. Par conséquent, il est possible de s'approvisionner d'une seule

source et de minimiser la variabilité de la composition du rejet.

Les Aliments Humpty Dumpty Ltée. (Lachine) emploie de l'huile de canola pure,
sans préservatifs, pour la friture de ses croustilles. Aucun produit chimique
n'est ajouté. Actuellement, une partie de cette huile usée est vendue a des
producteurs de savon (0,045/kg d'huile usée), mais d'autres débouchés sont
toujours considérés. Environs 120 000 kg d'huile usée furent générés en 1997.

L'huile de canola est une huile végétale composée d'acides gras polyinsaturés
dont 55% a 60% est de l'acide oléique (C18:1) (Koseoglu et Lucas, 1990). La

composition de l'huile de canola pure est fournie au tableau 3.3.

Tableau 3.3 Composition en acide gras de I'huile de canola pure.

Acides gras (%)

Cl6:0 | Ci6:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:0 | C20:0 | C20:0

4,5 03 1,5 55,8 2,7 125 0,5 0,5 0,2

SOURCE: (Malcomsonet al., 1996).

L'exposition de l'huile & de hautes températures (180°C-190°C) pour la friture
des aliments la rend sujette a l'oxydation thermique, a I'hydrolyse et a la
dégradation thermique en présence d'air et d'eau (Koseoglu et Lucas, 1990). Le
fait que l'huile ait subi de telles réactions se montrait donc comme un facteur
favorable a sa sélection, puisqu'elles entrainent I'augmentation des acides gras
libres (Koseoglu et Lucas, 1990). En contrepartie, il est possible qu'une partie de
cette huile soit plus difficile d'accés pour les micro-organismes, car son
oxydation thermique entraine aussi la formation de produits de décomposition

non volatils, suite & la polymérisation des acides gras insaturés dans l'huile
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chaude. Tout en considérant ces éléments, l'huile de canola ayant servi a la
préparation des croustilles fut sélectionnée comme substrat hydrophobe pour la
production de sophorolipides. Ce résidu se présente sous forme liquide, avec
environs 20% de son contenu sous forme solide (petites particules). L'huile est

de couleur ambrée.

3.1.3.2 Influence des rejets sur la production de sophorolipides

Quatre types de productions furent réalisées en parallele afin d'évaluer
l'influence de la substitution du glucose, de I'urée et de I'huile végétale par de la
mélasse non raffinée et de l'huile végétale usée. Dans tous les cas, les inocula
étaient identiques et provenaient de la méme culture pure. Les milieux de
production ont tous été complétés avec de I'eau courante et non stérilisés. Les
mémes proportions ont été conservées pour la formulation du milieu (i.e. 1g
huile de canola pure = 1g huile de canola usée), et dans le cas de la mélasse, il
fut assumé que 100g de meélasse équivalaient a 52g de glucose. Aucune
préparation ou traitement supplémentaire (mis a part I'homogénéisation des
échantillons) n'a été réalisé sur les rejets avant leur utilisation. Les essais ont été
les suivants :

1. Milieu #1 : glucose +urée + huile végétale pure (milieu idéal);

2 Milieu #2 : glucose + urée + huile végétale usée;

3.  Milieu #3 : mélasse + huile végétale pure;

4.  Milieu #4 : mélasse + huile végétale usée.

Les comparaisons entre les pH et la température de production sont présentées
aux figures 34 et 3.5, respectivement. Dans les figures, les différentes
productions sont désignées par les milieux dans lesquels elles ont eu cours,

suivant les descriptions ci-dessus.
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La premiére constatation a l'examen de 'évolution du pH des milieux (fig. 3.4)
fut que la mélasse (milieux #3 et #4) posséde un fort pouvoir tampon. Ceci fut
particulierement évident lors de l'ajustement initial de pH, ou la quantité
d'acide (HCl) nécessaire pour amener le pH initial a 4,5 fut beaucoup plus
importante dans les milieux #3 et #4 (contenant de la mélasse), que dans les
milieux #1 et #2. Généralement, l'absence d'oxygene chez les levures se traduit
par un passage en fermentation (changement de métabolisme) ou la
dégradation des substrats est incomplete et génere des sous-produits comme de
l'acide lactique et de l'alcool (baisse temporaire du pH). Lorsque remises en
présence d'oxygene, les levures reprennent leur respiration et métabolisent les
acides organiques, ce qui fait remonter le pH. Ainsi, le pH des milieux
contenant de la mélasse s'est maintenu au voisinage du pH optimal, soit entre
3,5 et 4,0, jusqu'au jour 8 de production. Mais a partir du jour huit, une
augmentation du pH semblant répondre au manque d'oxygene entre les jours
six et sept a eu lieu pour se maintenir & une valeur constante d'environs 5,5. 11
est également possible que des micro-organismes étrangers présents
uniquement dans la mélasse aient pris avantage du manque d'oxygene pour

croitre au détriment de la levure.

D'apres I'examen des courbes de suivi de la figure 3.4, seule la présence de
mélasse semble avoir une influence sur le pH du milieu, les milieux contenant
de l'huile végétale usée (#2 et #4) se comportant comme les milieux contenant
de I'huile végétale pure (#1 et #3).
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Figure 34 Evolution du pH lors de la production de sophorolipides en
Erlenmeyer d'un litre.  Milieu#1=glucose+urée+huile de canola pure.
Milieu#2=glucose+urée+huile de canola usée. Milieu#3=mélasse non raffinée
+ huile de canola pure. Milieu#4=mélasse non raffinée + huile de canola usée.

Le suivi des températures de production (fig. 3.5) est similaire a celui observé
dans le milieu idéal précédent, quoique l'activité microbienne semble moins
importante dans les milieux contenant de la mélasse que dans ceux contenant
du glucose pur. Cette hypothése est appuyée par les données de la figure 3.6 ou
la production de biomasse dans les différents milieux est illustrée. On
remarque en effet que la masse cellulaire est moins importante dans les milieux
contenant de la mélasse. L'effet du manque d'oxygene dans les milieux s'est
clairement fait sentir sur la masse cellulaire (jour 7). Mais leffet fut
relativement moins important dans les milieux contenant de la mélasse (fig.3.6).
Un autre élément particulier est & remarquer : alors que la biomasse des milieux
contenant du glucose s'est remise a croitre jusqu'au niveau précédent l'arrét de

l'agitation, la masse cellulaire des milieux contenant de la mélasse eGt un taux
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de croissance supérieur. Cette hausse concorde avec l'augmentation de pH

observée a la figure 3.4 & partir du jour huit de production.
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Figure 3.5 Evolution de la température du milieu pour des productions en
Erlenmeyer d'un litre. Les descriptions des milieux #1, #2, #3 et
#4 sont identiques a celles données a la figure 3.4.
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Figure 3.6 Production de biomasse en Erlenmeyer d'un litre. Les
. descriptions des milieux #1, #2, #3 et #4 sont identiques a
celles données a la figure 3.4.
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La consommation des substrats est illustrée aux figures 3.7 et 3.8. Les hydrates
de carbones présents dans la mélasse semblent moins accessibles que ceux du
glucose pur (fig. 3.7) et la forme polymérisée des sucres présents dans la
mélasse pourrait en étre l'explication. En effet, le glucose fut beaucoup plus
rapidement consommé (pente de la courbe plus prononcée) dans les milieux a
base de glucose pur que dans les milieux a base de mélasse, ce qui expliquerait

la masse cellulaire moins importante dans ces derniers (figure 3.6).
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Figure3.7 Consommation de glucose lors de productions en
erlenmeryers d'un litre (mélasse convertie en équivalent-
glucose). Les descriptions des milieux #1, #2, #3 et #4
sont identiques a celles données a la figure 3.4.
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Figure 3.8 Consommation d'huile végétale lors de productions en
erlemeyers d'un litre. Les descriptions des milieux #1, #2,
#3 et #4 sont identiques a celles données a la figure 3.4.

La variabilité des mesures d'huile végétale en début de production (jour 0 a jour
3, figure 3.9) rend l'interprétation des résultats hasardeuse pour cette portion du

_ graphique. A partir du jour 3, les mesures furent plus stables et en regard de
d'une erreur expérimentale de 10% sur les mesures et de concentrations en
biomasse similaires, l'huile fut consommée a un taux semblable dans tous les
milieux. La nature de l'huile végétale ne semble pas avoir d'effet sur sa
consommation. Par contre, il faut rappeler que la masse cellulaire était plus
importante dans les milieux sans mélasse (#1 et #2) et que la consommation du
substrat hydrophobe aurait da y étre supérieure dans ces milieux. Mais comme
c'était I'influence au niveau de la production de sophorolipides qui fut le critére
étudié, il fut conclu que la substitution des substrats purs par des rejets
industriels n'a pas inhibé les cinétiques.
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La comparaison des productions mesurées de sophorolipides dans les quatre
milieux est présentée a la figure 3.9. Encore une fois, les milieux contenant de
I'huile usée ceux contenant de I'huile pure se sont comportés de fagon similaire.
Ainsi, la différence la plus marquée est dans les milieux ou la mélasse (#3 et #4
vs #1 et #2) entre en jeu plutdt que dans les milieux ou I'huile végétale (#1 et #3
vs #2 et #4) intervient. Ceci pourrait étre relié a l'effet tampon de la mélasse,
qui a permit de maintenir le pH a des valeurs plus prés de I'optimum (3,54,0).
Desphande et Daniels (1995) ont en effet montré que la productivité en terme de
sophorolipides est meilleure (environs 20%) lorsque le pH est contr6lé a 3,4 que

lorsque le pH est non contr6lé et descend a des valeurs de 2,8.
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Figure 3.9 Production de sophorolipides en Erlenmeyer d'un litre.
Les descriptions des milieux #1, #2, #3 et #4 sont
identiques a celles données a la figure 3.4.
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Toujours quant a la production de sophorolipides, la différence entre les
productions est plus marquée entre les jours 5 et 8, apres lequel il semble y
avoir un plateau. Comme a partir du jour 8, la consommation de substrats était
faible ou nulle (figures 3.7 et 3.8), il est normal de voir une faible production au-
dela de ce jour. Enfin, les rendements par rapport aux substrats (huile +
glucose) ont été de 0,46g/g, 0,43g/g, 0,63g/g et 0,63g/ g pour les milieux #1, #2,
#3 et #4, respectivement.

Chromatographie en couche mince

Afin de confirmer la présence et l'identité des sophorolipides dans les
échantillons extraits, une partie de ceux-ci était conservée pour analyse
chromatographique en couche mince. La figure 3.10a montre une photocopie
d'une plaque chromatographique ot les échantillons du jour 7 de production
ont été appliqués. La figure 3.10b montre les résultats publiés par Asmer et ses
collaborateurs (1988). Aucun échantillon ne fut appliqué sur les bandes #1 et
#2. La troisiéme bande de la figure 3.10a résulte d'un échantillon provenant
d'une production stérile & partir de glucose, d'urée et d'huile de canola pure. La
quatriéme bande représente le méme milieu de production, mais en milieu non
stérilisé (milieu#1). La cinquieéme bande révele les spots provenant d'un milieu
ot l'huile végétale fut remplacée par de l'huile usée (milieu#2). La sixieéme
bande révele un spot d'huile de canola pure, qui provient d'un échantillon au
jour 0 (témoin), et la septiéeme montre que le glucose (polaire) n'est pas révélé
sur la plaque (non polaire). Les deux derniéres bandes révelent les spots pour
des échantillons provenant des milieux #3 (mélasse + huile pure) et #4 (mélasse
+ huile usée), respectivement. En comparant avec le témoin, on voit que les
spots pour les échantillons identifient des produits synthétisés durant la
production puisqu'ils n'apparaissent pas sur le témoin. Les spots d'huile
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végétale (sorte de "M" écrasé en haut de la bande) sont présents dans tous les
échantillons, puisque ceux~ci proviennent de la phase organique extraite ou
I'huile ne fut pas encore retirée (revoir le chapitre 2 pour la méthodologie). Les
bandes chromatographiques ont toutes révélé des spots similaires, ce qui laisse
croire que les composés synthétisés dans tous les milieux le sont aussi, peu
importe les substrats employés. La comparaison des spots de la plaque
(fig.3.10a) avec les données de la figure 3.10b a permis de conclure que les
résidus récupérés lors des extractions étaient bien de sophorolipides. En effet,
les valeurs de R¢ obtenues varient de 0,08 a 0,8, comparativement aux valeurs de
0,04 a 0,8 reportées dans la littérature (Asmer et al., 1988 ; Davila et al., 1993 ;
Desphande et Daniels, 1995). En raison de l'absence de standard lors de ces
analyses et celles publiées, la différence entre les données obtenues et celles
reportées ne peuvent pas eétre considérées significativement différentes,

d'autant plus que les bandes sont tres similaires a celles publiées.
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Figure 3.10 Chromatographies en couche mince réalisées sur divers
échantillons de milieu de production extraits a l'acétate
d'éthyle. a) Résultats des productions en erlenmeyers. b)
Données publiées par Asmer et al. (1988).
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Conclusions des expériences en Erlenmeyer

Aux termes de ces expériences, les conclusions furent les suivantes :

1. La substitution de l'huile végétale pure par de l'huile de canola provenant
de l'industrie des croustilles n'a pas d'effet significatif sur la production des

sophorolipides;

2. La mélasse non raffinée se substitue avantageusement au glucose comme
source d'hydrates de carbones et la production de sophorolipides fut
sensiblement plus élevée en présence de mélasse qu'en présence de glucose
pur. Quelques explications sont possibles :
¢ La mélasse peut contenir une source d'azote mieux assimilée par la
levure que celle provenant de l'urée présente dans le milieu idéal. La
concentration totale d'azote et ses sources sous formes différentes sont en
effet des facteurs clés pour la production des sophorolipides (Zhou et
Kosaric, 1995).

® [a mélasse agit comme agent tampon, or la plage de pH la plus
favorable a la croissance des levures et a la production de sophorolipides
tourne autour de 3,5. Dans les milieux contenant de la mélasse, le pH fut
effectivement maintenu prés de cette valeur sans qu'il y ait de contrdle
exercé, alors que dans les milieux sans mélasse, le pH est rapidement

descendu a 2,5 et s'y est maintenu.

3. Un manque d'oxygene dans le milieu a déclenché une hausse brusque de pH

dans les milieux #3 et #4 (mélasse), entrainant l'atteinte d'un plateau dans la
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production de sophorolipides et confirmant une inhibition par le produit,
plus soluble a de tels pH.

4. La mélasse et l'huile végétale usée pourraient contenir des composés
polymérisés plus difficiles a consommer pour les micro-organismes, ce qui

expliquerait les taux de consommation plus faible

La substitution du glucose et de l'huile végétale pure par de la mélasse non
raffinée et de l'huile de canola usée n'a donc pas inhibé de fagon importante la
production de sophorolipides, non plus que la production en milieu non
stérilisé. Plus encore, la mélasse agit comme solution tampon et favorise le
maintien d'un pH optimal de croissance et de production tout en constituant
une source importante d'azote.  Par conséquent, la production de
sophorolipides en réacteur de 100 litres, dans un milieu non stérilisé a base de

mélasse non raffinée et d'huile de canola usée fut engagée.
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3.2. PRODUCTION EN REACTEUR

La production des sophorolipides en réacteur de 100 litres visait a évaluer le
potentiel de production a grande échelle a partir des rejets industriels et dans
un milieu non stérilisé. Le milieu utilisé fut le méme que le milieu #4
précédent, soit le milieu a base de mélasse non raffinée (0,52g glucose/g
mélasse) et d'huile de canola usée. Le volume produit fut de 80 litres et les
conditions de production telles que décrites au chapitre 2. La production a
partir d'un inoculum frais (produit en conditions stériles) et a partir d'une
production dgée (provenant d'une fin de production) furent évaluées.

Un avantage a toute fin pratique considérable du milieu de production est
I'absence de formation de mousse lors de l'agitation et l'aération vigoureuses
qui y sont appliquées. En effet, la présence d'huile végétale dans le milieu
empéche la formation de mousse. A titre informatif, 'odeur de levure dégagée
par le milieu en production peut étre désagréable pour certains et nécessiter

une aération particuliére.

3.2.1. PRODUCTION A PARTIR D'UN INOCULUM FRAIS

Le suivi d'une production en réacteur a partir d'un inoculum frais est donné a la
figure 3.11. L'erreur moyenne sur les mesures fut inférieure a 10%, et cette
valeur est conservatrice par rapport aux résultats obtenus (voir le protocole
P3C, en Annexe A, pour plus de détails). Néanmoins, les barres d'erreurs
représentent une erreur maximale probable de 10% sur les mesures. La

production en réacteur a partir d'un inoculum frais se compare avec les
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productions en Erlenmeyer du milieu #4, pour lesquelles les données sont

rassemblées a la figure 3.13.

O
Température (°C)

Concentration (g/l)
o))
o

p-N
o

Jour de production

——— Biomasse _4___ Sophorolipides ...g... Huile de canola .¢g Glucose

Figure 3.11 Suivi de la production en réacteur de 100 litres dans un
milieu contenant 9,1% de glucose sous forme de mélasse
non raffinée et 9,5% d'huile de canola usée.
Le pH fut stable tout au long de la production a 3,5, une valeur optimale. La
température du milieu s'est maintenue entre 20°C et 25°C, ce qui est un peu

. inférieur aux températures en Erlenmeyer mais demeure dans une plage
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favorable a la production et a la croissance. Cette baisse est reliée a l'activité
microbienne, qui fut ralentie, ainsi que le montrent les courbes de
consommation de substrats (fig. 3.11). On remarque en effet que la mélasse fut
consommeée relativement lentement et qu'une quantité appréciable demeurait
dans le milieu a partir du jour 7 de production, aprés quoi un plateau fut atteint
a une concentration d'environs 20g/l de glucose (~40g/l de mélasse).
L'hypothese des composés polymérisés de la mélasse semble s'appliquer encore
une fois. La méme situation s'applique & l'huile végétale usée, qui fut
consommée a taux relativement constant, mais demeurait toujours en
concentration de 40g/l au jour 10 de production. La valeur initiale mesurée
d'huile végétale (111g/1) reflete les difficultés d'échantillonnage en début de
production et l'erreur dans ce cas fut plus élevée que 10%. La production en
réacteur fut moins élevée qu'en Erlenmeyer et atteignit plus de 70g/1 en 9 jours
de production, pour un rendement par rapport aux substrats variant de 0,54g/ g
(calculé au jour 10, avec une concentration initiale en huile végétale de 111g/1) a
0.61g/g (calulé au jour 10, avec une concentration initiale en huile végétale de

95g/1).

Cette analyse des données de production est confirmée par une analyse en
terme de cinétiques, c'est-a dire lorsque les taux de production et de
consommation sont rapportés sur la biomasse présente dans le milieu (fig. 3.12).
On remarque alors que la mélasse (qS1) sert principalement a la production de
biomasse (u) et qu'une période de consommation d'huile végétale (qS;) est

suivie clairement d'une excrétion de sophorolipides (gP).
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Figure 3.12 Cinétiques de production en réacteur (80 I). u=(1/x)dx/dt,
production de biomasse ; gS51=(1/x)dS:/dt, consommation de
mélasse ; g5z =(1/x)dSz/dt, consommation d'huile végétale
usée ; qP=(1/x)dP/dt, production de sophorolipides.

Maintenant, en comparant les données en Erlenmeyer et en réacteur initiées

avec une culture pure (figure 3.13), on remarque la similarité des productions.

La mise & l'échelle des flacons Erlenmeyer au réacteur fut par conséquent
positive, quoique la production y ait été un peu moindre (environs 10g/1).
Cette baisse est vraisemblablement reliée aux substrats qui semblent moins
facilement consommeés par les micro-organismes, en particulier 'huile végétale
usée. Cette difficulté pourrait étre contournée en laissant simplement décanter

les particules solidifiées de l'huile végétale usée avant de 'utiliser dans le milieu
de production.
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Le taux de consommation de mélasse en réacteur fut similaire au taux de
consommation en Erlenmeyer, mais tous les deux furent inférieurs au taux de
consommation de glucose pur en Erlenmeyer. Deux facteurs peuvent expliquer
ces taux plus faibles. D'abord, la forme polymérisée du glucose dans la mélasse
qui serait plus difficilement assimilée par les micro-organismes ; la préparation
d'un inoculum stérile formulé avec de la mélasse plutdt que du glucose pur
permettrait d'acclimater les micro-organismes a ce substrat et d'en accélérer la
consommation. Ensuite, la mélasse est trés visqueuse et comme elle ne contient
qu'environs 5% de glucose, le milieu de production avant inoculation contient
environs 200g/1 de mélasse. A cela s'ajoutent les 105g/1 d'huile végétale qui
contribuent a former avec la mélasse une solution de départ relativement dense
; il serait peut-étre avantageux de compléter le milieu initial avec de l'eau tiede
(30°C) plutét que de l'eau a température ambiante (21°C), ce qui diminuerait la
viscosité initiale du milieu tout en favorisant la dissolution de la mélasse et
l'activité microbienne. Mais dans ce cas, il faudrait étre certain d'inoculer
immédiatement le milieu avec la culture de Candida bombicola avant que d'autres
organismes opportunistes ne s'y développent. L'initiation de la production a
30°C pourrait peut-étre permettre le maintien de cette température par le biais
de l'activité microbienne, tout en permettant de rendre plus accessibles les
particules polymérisées d'huile végeétale usée qui fondent a température plus
élevée.

Par conséquent, il faudrait vérifier l'impact des modifications ci-dessus, qui sont
relativement simples d'application, avant de réduire les concentrations initiales
de substrats (mélasse et huile) en raison des cinétiques observées en réacteur

(i.e. concentrations finales en substrats élevées).
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La substitution de 'urée dans le milieu "idéal" de départ par l'azote provenant
de la mélasse a permis d'obtenir de bons rendements en sophorolipides (plus de
70g/1) et rend ce rejet doublement intéressant. De plus, son pouvoir tampon a
permit de maintenir le pH a des valeurs moins acides et plus pres du pH
optimal. De plus, il est possible que la mélasse contienne les vitamines
nécessaires, normalement apportées par l'extrait de levure, et permettrait
d'éliminer ce dernier dans la formulation du milieu. Et si la mélasse ne permet
de remplacer l'extrait de levure, un composé cotiteux, il est possible de le
remplacer par de la liqueur de fermentation de mais (corn steep liquor)
(Desphande et Daniels, 1995). 11 s'agit d'un rejet liquide peu cofiteux contenant

des protéines produit lors de la fabrication de I'amidon a partir du mais.

Conservation du bouillon de production

Le contenu brut du réacteur fut entreposé a 4°C a 'obscurité durant 2 mois dans
un contenant hermétiquement fermé. Aprés cette période, trois échantillons
furent prélevés et analysés pour leur contenu en sophorolipides, en biomasse,
en huile végétale et en glucose. Les résultats d'extractions sont affichés au
tableau 3.4. En tenant compte d'une erreur sur les mesures de 10%, on peut
conclure que l'entreposage n'a pas d'effet majeur sur les caractéristiques

constitutives du bouillon.

Tableau 3.4 Influence de l'entreposage sur la solution de biosurfactants.

Echantillon Sophorolipides Biomasse Glucose Huile de
(0,52g/g mélasse)) canola
Jour 10 74g/1 19g/1 20g/1 45g/1

Jour 10 + 2mois 65g/1 14g/1 15g/1 46g/1
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Chromatographie en couche mince

Des chromatographies en couche mince ont été réalisées sur des échantillons
provenant des jours 0 (témoin), 3, 7, 10 et du jour 10 aprés deux mois
d'entreposage. Ces analyses visaient a confirmer la présence des sophorolipides
ainsi qu'a détecter une évolution dans le mélange des sophorolipides en cours
de production. Les échantillons appliqués provenaient de la phase organique
résultant de l'extraction a l'acétate d'éthyle, précédant I'évaporation et le lavage
a l'hexane pour retirer l'huile végétale résiduellee Un échantillon de
sophorolipides purifiés resuspendus dans I'acétate d'éthyle fut aussi appliqué.

La figure 3.14 montre les chromatogrammes de ces échantillons. Le spot laissé
par l'huile végétale est visible sur toutes les bandes, sur la ligne de front. Ces
spots sont en effet identiques a celui révélé sur la bande #1, qui représente un
échantillon d'huile végétale usée diluée dans l'acétate d'éthyle (10g/1). La
bande #2 représente le chromatogramme d'un échantillon pris au jour 0 avant
inoculation (témoin). Les bandes #3, #4 et #5 représentent les
chromatogrammes d'échantillons prélevés aux jours 3, 7 et 10 de production,
respectivement. Afin de voir si I'entreposage de la solution de biosurfactants
avait un effet sur la composition du mélange de sophorolipides, un échantillon
du jour 10 de production aprés deux mois d'entreposage a 4°C fut appliqué
(bande #6). Pour vérifier la qualité des purifications (particuli¢rement le lavage
a I'hexane destiné a retirer I'huile végétale résiduelle) lors des analyses, le méme
échantillon purifié fut resuspendu dans l'acétate d'éthyle (5g/1) et appliqué

(bande #7).



112

Banpestl  RAMDE#2 PMOc#3 . BADE#4 AMMESS MWERG BNGEAZ .

Figure 3.14 Chromatographies en couche mince d'échantillons provenant
d'une production en réacteur a partir d'un inoculum frais.
L'identification des bandes est décrite dans le texte.
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On voit que les bandes #1 et #2 ont révélé le méme spot, soit celui de I'huile
végétale, le seul élément non polaire dans le milieu de production initial (bande
#2). Ce spot est retrouvé dans toutes les bandes, en proportion relativement
importante (grosseur du spot) et confirme que I'huile végétale fut présente dans
le milieu tout au long de la production. La bande #7 montre également le spot
d'huile végétale, quoique que sa grosseur est beaucoup plus réduite par rapport
aux autres échantillons, ce qui signifie que !'étape de lavage a I'hexane durant
les extractions n'a pas retiré completement l'huile végétale du mélange de

sophorolipides.

L'examen des échantillons provenant du bouillon de production a différents
jours permet d'affirmer qu'il n'y a pas de variation significative de la
composition du mélange de sophorolipides au cours d'une méme production,
ce qui concorde avec les résultats publiés dans la littérature (Cooper et
Paddock, 1984 ; Klekner et al., 1991). Les valeurs de R¢ calculées pour la bande
#4 (échantillon appliqué au centre horizontal de la plaque) varient de 0,06 4 0,7
(le spot le plus gros sur chaque bande et qui est associé a la forme SL-1, lactone),

ce qui se compare aux valeurs de R¢ reportées pour les sophorolipides (0,04 a
0,8).

L'apparence de migration vers le haut des échantillons appliqués de par et
d'autre du centre de la plaque (bandes #1, #2, #3, #5, #6 et #7) est reliée a un
effet de bord plutét qu'a un changement de composition du mélange. Ceci fut
vérifié en appliquant le méme échantillon a des endroits différents sur la plaque
: la méme répartition en "V" écrasé des spots d'une bande a I'autre fut observée.
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Tension de surface et concentration micellaire critique

Les sophorolipides analysés provenaient de la solution entreposée durant deux
mois, produite en réacteur a partir de mélasse et d'huile végétale usée. Apres
extraction, séchage et broyage, les sophorolipides se présentaient sous forme de
poudre un peu collante d'odeur sucrée, de couleur blanchitre. Une solution
aqueuse a 380mg/1 de ces sophorolipides fut préparée. La tension de surface de
cette solution trouble fut mesurée pour diverses concentrations (figure 3.15). La
tension de surface du mélange fut mesurée a 42,2 dynes/cm pour une tension
de surface de l'eau distillée de 77,8 dynes/cm. Les données publiées dans la
littérature rapportent une tension de surface de 30 dynes/cm (Cooper et
Paddock, 1984) a 33 dynes/cm (Zhou et Kosaric, 1995) pour les sophorolipides
pour une tension de surface de l'eau distillée de 72 dynes/cm. La concentration
micellaire critique fut mesurée au voisinage de 25 mg/l (figure 3.15) en
sophorolipides, ce qui est moins élevé que les valeurs de 60mg/1 et 82mg/]
rapportée par Hommel (1990) et Cooper et Paddock (1984), respectivement.

90 .

805778

CMC : 10-49 mg/l

—e 42,2

Tension de surface (dynes/cm)
o
o

0O 50 100 150 200 250 300 350 400
Sophorolipides (mg/l)

Figure 3.15 Concentration micellaire critique du mélange de
sophorolipides purifiés produits par Candida bombicola a partir
de mélasse et d'huile de canola usée dans un milieu non
stérilisé.
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3.2.2. PRODUCTION A PARTIR D'UN INOCULUM AGE

La production de sophorolipides en réacteur a partir d'inoculums &agés (i.e.
production précédente) fut évaluée afin de mesurer le potentiel de productions
consécutives sans recourir a la préparation d'un inoculum frais en milieu
stérilisé. Les conditions et le milieu furent les mémes que pour les productions
a partir d'inoculum frais. La production a partir d'un inoculum (10%v/v)
provenant d'un milieu de production agé de 10 jours est illustrée a la figure
3.16.

O
Température (°C)

§_% 3
c 0 g, ~
228 s

- Beg %
%m% Q
QS?S 3
cE 3L °
s % S
b

0 0

0 1 2 3 4 5 6

Jour de production

——— Biomasse __,__ Sophorolipides .. .e... Huile de canola

Figure 3.16 Production en réacteur de 100 litres a partir d'un inoculum agé
de 10 jours et d'un milieu contenant 9,1% de glucose sous
forme de mélasse non raffinée et 9,5% d'huile de canola usée.
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On voit que la production ne fut pas favorisée, la concentration en
sophorolipides dans le milieu s'étant maintenue a une valeur de 10g/l, soit a
peu prés la concentration amenée par l'inoculum agé. Celui-ci avait en effet une
concentration de 74g/1 de sophorolipides dont 8 litres furent répartis dans 80
litres de milieu totaux. L'absence de production de sophorolipides concorde
avec l'absence de consommation de l'huile végétale qui est habituellement reli¢e
a la synthese des sophorolipides. Environs 10g/1 de masse cellulaire ont
cependant été produits durant les 6 jours de productions. Mais les valeurs de
pH qui se sont maintenues au-dela du pH initial de 4,0 indiquent un
comportement différent de celui escompté pour Candida bombicola, qui aurait di

faire descendre le pH a au moins 3,5.

Maintien d'une culture Candida bombicola en production

Des décomptes microbiens réalisés a différents temps sur les milieux de
productions fournissent l'explication de I'absence de production a partir d'un
inoculum agé de 10 jours. Des décomptes sur milieux sélectifs pour levures et
hétérotrophes totaux ont été réalisés sur des échantillons provenant du milieu
frais avant inoculation (jour 0), du milieu apres 10 jours de production (jour 10)
qui servit d'inoculum a la production suivante, puis au sixiéme jour de la
production a partir de l'inoculum agé de 10 jours (jour 6') (tableau 3.5). Les
données pour le jour initial de la production a partir du milieu ag¢ (jour 0') ont
été calculées avec les données du jour 10 de la production précédente et de la
contamination initiale du milieu (jour 0).

Les données fournies au tableau 3.5 montrent clairement la croissance de la
levure Candida bombicola durant la production a partir d'un inoculum frais
(croissance de 9 log). Cependant, les décomptes effectués sur le milieu initial
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(non inoculé) ont aussi révélé la présence d'une autre levure (Autre levure I)
dans le milieu de production. Par ailleurs, cette deuxiéme levure eft aussi une
croissance significative (6 log) durant la production a partir d'un inoculum frais,
tandis qu'un troisi®me micro-organisme (Autre levure II) fut observé en fin de
production (jour 10). Aucune bactérie ne fut observée sur ces décomptes, tandis
que tous les autres organismes sauf le dernier (Autre levure II) croissaient
indifféremment du milieu nutritif sur lequel ils étaient étalés. Bien que Candida
bombicola ait conservé sa supériorité numérique durant la production a partir
d'un inoculum frais, les autres micro-organismes ont criit relativement

rapidement en paralléle et ne semblaient pas génés ou inhibés par le milieu.

Tableau 3.5 Décomptes microbiens (Unités Formant des Colonies/ml
d'échantillon).

Micro-organisme observé
Echantillon | Candida bombicola Bactéries Autre levureI ~ Autre levure I
Jour 0 ND ND 9 exp2 ND
Jour 10 1,4 exp9 ND 5,6 exp8 2,2 exp8
Jour 0' 1,4 exp8 ND 5,6 exp7 2.2 exp?
Jour 6' 1 exp8 ND 2 exp9 4exp9

ND : non détecté.

1 devint évident lors des décomptes que les micro-organismes opportunistes
croissaient plus rapidement que Candida bombicola. En effet, les autres micro-
organismes prenaient deux jours pour croitre sur les géloses alors que Candida
bombicola en prenait normalement 3. Au niveau d'une production en milieu
liquide, cela signifiait que ces autres micro-organismes consommaient les

substrats et se multipliaient avant Candida bombicola, malgré un inoculum de
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départ fort (10% v/v). Cette hypotheése se confirma avec l'expérience a partir
d'un inoculum agé, ou Candida bombicola n'a pas crti (et ot il n'y a donc pas eu
de production de sophorolipides) alors que la masse cellulaire des autres micro-
organismes (des levures) a augmenté (tableau 3.4). Ces deux derniers ont efit
une croissance de 2 log chacun, ce qui concorde avec la courbe de croissance de

biomasse de la figure 3.14 qui est modérée.

D'apreés ces résultats, des productions successives de sophorolipides a partir
d'un inoculum agé ne sont pas applicables en milieu non stérilisé. Des
enrichissements en milieux liquides stériles suivi d'étalement sur géloses ont
permis d'identifier la source de contamination. L'huile végétale usée, la mélasse
non raffinée et l'extrait de levure ont été étudiés pour leur contenu microbien.
Les enrichissements (1% p/v) visaient & augmenter la masse microbienne
présente dans chaque substrat pour que celleci soit observable par étalement
sur géloses. Apres incubation de 2 jours a 30°C en milieu liquide, les milieux
contenant de la mélasse et de l'huile végétale usée montraient des signes de
croissance microbienne (milieu trouble). Suite aux étalements sur géloses, seuls
les milieux contenant de la mélasse (duplica) ont montré une croissance
microbienne importante. Les autres n'ont donné lieu & aucune croissance.
Enfin, ces micro-organismes observés au microscope (contraste de phase, 400X)
se sont montrés similaires aux micro-organismes opportunistes détectés lors des
décomptes sur les milieux de production. Il fut donc conclu que la
contamination du milieu par d'autres levures prenait son origine dans la

mélasse utilisée comme substrat.
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3.3. CONCLUSIONS SUR LA PRODUCTION DE SOPHOROLIPIDES

Les expériences menées sur la production de sophorolipides par la levure
Candida bombicola ATCC 22214 ont permis de démontrer la faisabilité d'un
procédé opérant sous conditions non stériles. La synthése des biosurfactants est
non associée a la croissance de la biomasse et suit un processus enzymatique en
présence dhuile végétale. Les résultats ont montré que le mélange de
biosurfactants produits était de méme qualité et de méme caractéristique que
ceux produits en milieu stérile. Au surplus, le remplacement du glucose pur
par de la mélasse non raffinée et de I'huile végétale pure par de 'huile de canola
ayant servi a la friture de croustilles est avantageux pour une production a
partir d'un inoculum pur. En contrepartie, la préparation d'un inoculum pur
est nécessaire dans ces conditions avant chaque production en raison des micro-
organismes présents dans ces rejets qui prennent avantage du milieu de

production.

Avec de la mélasse non raffinée et de I'huile de canola usée, la production de
plus de 70g/1 de sophorolipides fut obtenue en réacteur contenant 80 litres de
milieu non stérilisé avant inoculation. Ces sophorolipides permettent d'abaisser
la tension de surface de l'eau de 77,8 dynes/cm a 42,2 dynes/cm. La
concentration micellaire critique fut évaluée au voisinage de 25 mg/l. La
présence d'huile végétale dans le milieu empéche la formation de mousse dans
le réacteur, un probléme fréquent durant les fermentations biologiques et les
productions de surfactants. Enfin, l'entreposage durant deux mois de la
solution brute de production a 4°C n'a pas affecté significativement les
propriétés du mélange de sophorolipides.
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Suivant ces résultats, les principaux obstacles a la production a grande échelle
des biosurfactants (définis par Healy et ses collaborateurs, 1996 et rapportés a la
section 1.3.2.6 du présent document) ont été surmontés, seule la caractérisation
précise du produit n'ayant pas été accomplie. Cette derniére n'est cependant

pas essentielle a des fins d'utilisation comme solution pour le lavage de sol.
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CHAPITRE 4

LAVAGES DE SOL CONTAMINE AUX HYDROCARBURES SEMI- ET

NON-VOLATILS

Les biosurfactants produits sous les conditions présentées au chapitre 3 possédent les
mémes propriétés que ceux produits en milieu sterile a partir de substrats purs. Mais
'efficacité de ces biosurfactants, un mélange de sophorolipides, ne fut pas démontrée et
rarement étudiee pour le lavage de sols contaminés. Le présent chapitre se penche sur le
potentiel des sophorolipides, normalement destinés a l'industrie cosmétique, a désorber
ou mobiliser les contaminants hydrophobes d'un sol. Les essais se sont concentres sur
['habileté des solutions brutes de production de sophorolipides a laver les sols

contaminés aux hydrocarbures semi- et non-volatils regroupés sous les Cio-Cso.



4.1. LAVAGES DE SOL AVEC LES SOPHOROLIPIDES

Le potentiel des sophorolipides pour le lavage d'un sol contaminé selon des
mécanismes de désorption, solubilisation ou mobilisation des contaminants fut
rarement évalué, les études a leur sujet portant surtout sur leur mode de
production et leur synthése. Les essais réalisés dans la présente recherche
visaient a évaluer globalement ce potentiel. Les résultats obtenus doivent par
conséquent étre considérés comme sommaires pour la poursuite de cette piste,
puisque les mécanismes par lesquels les sophorolipides agissaient n'ont pas été
étudiés. L'évaluation de l'efficacité des lavages passait par l'analyse en

contaminants dans le sol apres lavage par rapport a sa contamination initiale.

4.1.1. ESSAIS PRELIMINAIRES :@: SOLUTION DE SOPHOROLIPIDES PRODUITE EN
MILIEU IDEAL STERILE

Les résultats des essais préliminaires (étape 3 du plan de travail) sont présentés
au tableau 4.1. En comparaison avec des lavages au Witconol SN-70, les
solutions brutes de production de sophorolipides ont montré une efficacité
comparable a laver les sols contaminés et c'est a partir de ces résultats que la

recherche fut poursuivie avec Candida bombicola ATCC 22214.

Tableau 4.1 Essais préliminaires de lavage sur un sable grossier.

Surfactant Concentration en C10-Cso dans le Enlévement
sol aprés lavage %
Solution brute de production 1 600 + 200 mg/ kg sec 88
de sophorolipides
Witconol SN-70 (surfactant 2100 + 250 mg/ kg sec 84
synthétique)
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4.1.2. SOPHOROLIPIDES PRODUITS EN REACTEUR

La composition des solutions brutes de sophorolipides employées pour les
lavages est fournie au tableau 4.2 et reprends les données présentées a la section

3.2 du chapitre précédent.

Tableau 4.2 Composition de la solution brute de sophorolipides.

Composé Concentration (g/1)
Sophorolipides 70+7
Biomasse 19£2
Huile de canola usée 45+5
Glucose (0,52g glucose/ g mélasse) 202

4.1.2.1 Lavages a 50°C

Le chauffage du milieu de lavage, composé de la solution de lavage et du sol
contamineé, entrainait la formation d'un complexe relativement compact. La
formation de cet amalgame de volume supérieur au volume de sol initial peut
étre attribuée a la présence de mélasse et d'huile végétale dans la solution de

lavage.

Les solutions de lavages se composaient de solution brute et d'eau courante. Le
tableau 4.3 donne la composition en sophorolipides pour diverses dilutions de
la solution brute employée comme solution de lavage. En raison de la réaction
particuliere du milieu, les lavages a 50°C furent inopérant (figure 4.1). Les
données en abscisse de la figure 4.1 représentent la concentration de
sophorolipides dans la solution de lavage. Les deux premiéres colonnes de la

figure représentent les résultats de lavage a I'eau pure et au Witconol SN-70.
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Tableau 4.3 Concentrations en sophorolipides dans les solutions de lavage.

Dilution 0,15 0,40 0,70 1,00
(ml solution brute/ ml total)
Concentration en 10 30 50 70
sophorolipides (g/1)
19590
20000 -

18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

11527 12155

C10-C50 dans le sol lawe
(mg/kg sec)

L —— e ___ .l Mmi &:_.u.l
H20 Witco 10g/I SL 30 ¢/ISL 50 @/ISL 70 g/i SL
0,5%

Solution de lavage

Figure 4.1 Lavages a 50°C d'un sol contaminé a 13 400mg/kg.

Parmi ces essais a 50°C, le lavage a l'eau ne fut pas efficace et le sol lavé montra
une contamination similaire a la contamination du sol initial (fig.4.1). En
contrepartie, le Witconol SN-70 permit d'abaisser la contamination de 85%,
pour une concentration résiduelle de 2010 mg/kg en Ci0-Cso dans le sol sec.
Enfin, en raison de la particularité de la matrice sol/solution de biosurfactants,
les résultats de lavage a 50°C avec cette solution ne furent pas concluants mais
ils ont permis de détecter la problématique liée a la présence d'huile végétale

. pour la méthode analytique des Ci¢-Cso.
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Il fut en effet clair, a partir des observations en cours des lavages et de ces
analyses, que I'huile végétale restée fixée dans le sol a la suite de la formation de
la matrice épaissie causait une interférence dans les analyses. Ainsi, les
composés de I'huile de canola ont pu étre analysés en terme de Ci0-Cso (tableau
4.4), signifiant que la méthode d'analyse n'était pas assez spécifique. Certains
auteurs (Bhandari et al., 1994) ont relevé la question de la spécificité dans la
méthode 9071 de I'US.EPA, qui détectait des composés autres que des
hydrocarbures et donnait par conséquent des valeurs erronées trop élevées de
concentrations en hydrocarbures pétroliers totaux (TPH). Dans leurs
recherches, ils ont modifié la méthode d'analyse pour qu'elle soit plus

spécifique.

Tableau 4.4 Détection des composés non polaires de l'huile de canolia.

Plage d'hydrocarbures Huile de canola pure Huile de canola usée
100%
Cio-Cro <1000 pg/ml <1000 ug/ml
C20-Co 1310 ug/ml 4150 pg/ mi
Ca0-Ca9 2950 ug/mi 4 550 pg/ml
Cio-Cso 23 700 pug/mi 43 400 pug/ml
Cie-Cso <28 960 pg/ml <53 100 pg/ml

Dans la méthode d'analyse employée pour I'analyse des contaminants (dosage
des hydrocarbures pétroliers, annexe A), il aurait fallu faire passer les
échantillons extraits a I'hexane dans une colonne de silice plutét que d'ajouter
de la silice dans I'extrait, ce qui aurait permit de séparer l'huile végétale, plus
polaire que les produits pétroliers, des contaminants réels. Ces constatations
quant a Ia confusion des hydrocarbures pétroliers et de I'huile végétale dans les

analyses permit de pondérer les résultats subséquents. En effet, la
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méthodologie employée pour le retrait des solutions de lavage ne permettait
pas de retirer toute I'huile végétale visible du sol lavé sans entrainer avec elle
une portion significative de celui-ci, suggérant la présence d'huile sous forme
libre dans les échantillons. N'ayant pas prévu sa détection de pair avec les
hydrocarbures pétroliers, ce facteur ne fut pas corrigé avant la fin d'une
premiére série d'essais. En conséquence, les essais qui suivirent furent réalisés
de fagon identique afin de pouvoir les comparer. C'est pourquoi, pour les
résultats présentés dans ce chapitre, les concentrations finales en Cio-Cso dotvent étre
considérées comme des concentrations en composés de polarités similaires ; en raison de
la présence d'huile vegétale dans les solutions ayant servi au lavage du sol, ces
concentrations ne peuvent étre attribuées uniquement a la presence d'hydrocarbures

pétroliers.

Les concentrations mesurées en C10-Cso représenteraient donc au maximum une
concentration en hydrocarbures pétroliers, mais fort probablement une
concentration en hydrocarbures pétroliers adsorbés combinée a une
concentration en huile végétale libre, un résidu de lavage. En prenant pour
exemple une solution de lavage composée a 30g/1 de sophorolipides et 18g/|
d'huile végétale usée (soit une solution de lavage composée de 40% v/v de
solution brute), il est possible d'estimer pour 22g de sol lavé (15% p/v de sol) la
concentration en Ci0-Cso apportée par l'huile végétale. Comme l'huile usée
contient 53 100ug/ml de Cio-Cso, prés de 18 500 (mg Cio-Cso)/ (kg de sol sec)
sont mis en contact avec le sol durant les lavages. Ainsi, il suffit que 0,6ml
d'huile végétale soient présents dans I'échantillon de sol lavé pour y mesurer

une concentration de 1500 mg/ kg en Cio-Cso.
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Enfin, les sophorolipides pourraient également étre responsables de
linterférence avec la méthode d'analyse des contaminants. En effet,
l'interférence des surfactants avec les analyses d’hydrocarbures pétroliers fut
relevée par Selvakumar et ses collaborateurs (1995). Les biosurfactants se
caractérisent par des polarités peu élevées, ainsi que I'ont révélé les analyses
chromatographiques en couche mince discutées au chapitre précédent. Il est
donc probable que des biosurfactants résiduels dans le sol lavé, notamment les
sophorolipides peu solubles qui se déposent visiblement durant la décantation
de la solution de lavage, interferent avec les analyses de contaminants pour
donner des mesures plus élevées que les valeurs réelles. Cependant, les
sophorolipides sont insolubles dans I'hexane. Comme les sols furent extraits
avec ce solvant pour en retirer les contaminants, il n'v a probablement pas ou

peu d'interférences causées par les sophorolipides pour I'analyse des Cio-Cso.

4.1.22 Lavagesa?21°C

A linverse des essais a 50°C, aucune réaction physique du milieu ne fut
observée au cours des lavages. Il semble donc que ce soit une réaction initiée

par la chaleur qui a eu lieu lors des lavages a 50°C.

Apres décantation du sol dans la solution de lavage, trois phases étaient en
présence, soit une phase solide (sol), une phase aqueuse limpide et une phase
organique légere. Cette derniére était, aprés lavage, teintée noire et opaque.
Par conséquent, le lavage de sol et la décantation de la solution de
biosurfactants brisérent I'émulsion initiale formée par les sophorolipides et
l'huile végétale du milieu de production (solution homogéne de coloration

brune). De plus, une couche de sophorolipides non solubles se déposait sur le
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sol (dépot beige) en cours de décantation. Les résuitats pour ces lavages sont

présentés a la figure 4.2.

Une hausse de température n'a pas affecté l'efficacité du Witconol SN-70 et
celle-ci fut similaire pour les lavages a température ambiante et les lavages a
50°C (fig.4.2). Puisqu'un lavage a l'eau a 50°C n'avait pas permis de retirer les

contaminants du sol, le méme essai a 21°C ne fut pas réalisé.
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Solution de lavage

Figure4.2 Lavages a 21°C d'un sol contaminé (13 400 mg/kg)

Les solutions de biosurfactants furent efficaces pour des concentrations en
sophorolipides supérieures ou égale a 30g/l. Au-dela de cette concentration,
I'enlevement ne fut pas amélioré. La forte différence entre les lavages a 10g/1 et
30g/1 de sophorolipides est peut étre reliée a la solubilisation des contaminants
par l'action des micelles. Méme si ces concentrations en sophorolipides se

situent bien au-dessus le la concentration micellaire critique (CMC) de 25 mg/1
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(0,08g/1), il est possible que la présence d'huile végétale dans le milieu en
augmente la valeur effective parce qu'elle occuperait elle-méme les micelles, ce

qui repousserait la valeur de la CMC.

De facon globale, les solutions sont opérantes sous forme diluée et non purifiées
et semblent retirer légérement plus de contaminants que le surfactant
synthétique (Witconol) pour les concentrations évaluées. Enfin, la figure 4.2
montre que les concentrations en Ci0-Cso dans le sol lavé avec des solutions
comportant au moins 30g/1 de sophorolipides furent inférieures au critére C
(3500mg/kg) du Ministére de I'environnement et de la faune. Mais comme
indiqué précédemment, si une partie de ces concentrations est attribuable a de
I'huile végétale (biodégradable), la concentration finale en contaminants
pétroliers dans ce sol pourrait s'approcher de la limite inférieure du critére B

(700mg/kg).
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4.2. INFLUENCE DE L'HUILE VEGETALE SUR LES LAVAGES

Bien que la présence d'huile végétale ait interféré dans les résultats d'analyse, la
similarité entre les polarités des composés de l'huile végétale et les
hydrocarbures pétroliers a révélé un aspect peu étudié de ['huile. Ainsi, s'il est
peu probable qu'elle s'adsorbe sur le sol au cours des lavages (en raison de la
disponibilité des sites d'adsorption), il est possible que celle-ci agisse comme
agent d'extraction pour les hydrocarbures pétroliers et puisse a elle seule
favoriser le transfert des contaminants pétroliers de la phase solide a la phase

aqueuse.

Les analyses de C10-Cso de l'huile de canola laissent présumer de la miscibilité
de cette derniére avec toute la plage d'hydrocarbures pétroliers. En fait, cette
miscibilité ne serait pas étonnante puisque l'huile végétale est couramment
extraite par des solvants a base d'hydrocarbures, comme I'hexane employé pour
I'extraction de I'huile de soja, deux composés compléetement miscibles (Trevbal,
1980). L'originalité demeure toutefois dans l'application inverse de cette
propriété, ou l'huile agirait comme solvant lourd. Afin d'étudier cette
perspective, des essais de lavages supplémentaires furent ajoutés aux séries
initiales. Dans la poursuite des objectifs de la recherche, I'huile de canola usée
(provenant de l'industrie des croustilles) fut préférée a l'huile de canola pure

pour la réalisation de ces essais.

Aucune publication sur une telle utilisation de I'huile végétale ne fut recensée,

mais une équipe de chercheurs (Université technique d'Hamburg-Harburg
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(TUHH), Allemagne!) en mentionne la possibilité. Selon les informations
disponibles, ils ont évalué ['utilisation de l'huile végétale pour l'extraction des
composés aromatiques polycycliques (HAP) d'un sol (Fisher, 1995)2. Ces
données n'ont pas été publiées mais les chercheurs énoncent encore l'utilisation

de I'huile végétale dans leurs travaux avec les HAP.

Les résultats obtenus pour la série d'essais ne comportant pour seul agent de
lavage que de I'huile végétale usée confirment I'hypothése avancée quant a son
role de solvant lourd. La figure 4.3 montre en effet une efficacité certaine de ce

produit biodégradable et peu cotiteux pour le lavage des sols contaminés.
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Figure 4.3 Lavages de sol avec de l'huile de
canola usée.

! http:www.tu-harburg.de/aws/index-e.html
. 2 http:www.tu-harburg.de/ aws/ sfb/sfb-lit2.html
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Pour une concentration de 120g/1 d'huile végétale dans la solution de lavage,
prés de 88% des C10-Cso furent retirés, pour une concentration dans le sol lavé
de 1 670mg/kg sec, sous le critere C de restauration. Il n'y eut pas d'effet
significatif sur le lavage d'une baisse de la température de 50°C a 21°C (figure
4.3). Ce résultat confirme celui obtenu pour le Witconol et indique qu'une
température de 50°C n'influence pas significativement la solubilité des

contaminants et les constantes d'équilibres (désorption).

La courbe de la figure 4.3 s'approche asymptotiquement de l'axe des x et
suggeére qu'un enlévement complet des contaminants serait difficile a atteindre,
sinon impraticable, simplement en augmentant la concentration en huile
végétale. Le plateau atteint pour des solution a plus de 100g/1 en huile végétale
pourrait étre relié aux constantes d'équilibre (limitation thermodynamique),
mais les expériences réalisées en mode cuvée ne permettent pas de le confirmer.
Par contre, la résistance au transfert a ces concentrations est vraisemblablement
due aux pores du sol (limitation cinétique), et ce facteur est fonction du solide,
non du solvant ou de sa concentration (Treybal, 1980). L'analyse fractionnée
des Ci0-Cso dans les échantillons de sol lavé appuie cet énoncé (fig. 4.4). Il esta
noter en effet que les concentrations ont diminué pour toutes les plages
d'hydrocarbures, signifiant que I'huile agit sur toutes les fractions et que la

contamination résiduelle n'est pas due a une incompatibilité du solvant.
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La forme de la courbe reliant les points de la figure 4.3 suggére qu'une relation
mathématique reliant l'enléevement des contaminants et la concentration en
huile végétale de la solution de lavage (fig.4.5a) puisse étre élaborée. Une
relation logarithmique pourrait permettre d'évaluer le potentiel d'une solution
de lavage a base d'huile végétale (fig. 4.5b). En raison des expériences réalisées,
la formulation d'une équation a cette étape serait prématurée. Néanmoins, les
données indiquent une nette tendance et le potentiel de I'huile végétale comme

agent d'extraction et I'équation 4.1 permettrait de l'estimer.
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In(q) = 0,360 x In(C) + 2,832 (éq.4.1)
q = enlevement des C10-C50 dans le sol (%)

C = concentration en huile végétale usée dans la solution de lavage (g/1).
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Figure 4.5 Enléevement des C10-Cso par des solutions & base d'huile
de canola usée.

Ces résultats par rapport a l'huile végétale donnent une toute autre
interprétation des résultats de lavage avec les solutions de biosurfactants. En
effet, celle-ci contenait 45g/1 d'huile végétale a son état brut (tableau 4.1). Afin
d'évaluer la part d'efficacité attribuable aux sophorolipides et la part d'efficacité
attribuable a l'huile végétale, un essai de lavage a partir de sophorolipides
purifiés furent réalisés. Une seule concentration en sophorolipides fut étudiée
pour ce lavage (impliquant des triplica) en raison des quantités limitées de

biosurfactants purifiés disponibles.

La figure 4.6 montre une compilation des divers essais de lavage, et compare les

solutions employées. Les criteres B (700mg/ kg sec) et C (3500mg/kg sec) sont
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également tracés. L'abscisse représente la concentration en huile végétale dans

le mélange et I'ordonnée les concentrations en Ci0-Cso dans le sol lavé.
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Figure 4.6 Comparaison entre les solutions de lavage.

A des fins de comparaison, le point représentant le lavage aux sophorolipides

purs (i.e. sans huile végétale dans le milieu) est placé vis-a-vis la concentration

en huile végétale correspondante pour une solution de lavage brute. Ainsi, la

solution de lavage brute diluée contenant 10g/1 de sophorolipides se composait

aussi de 7 g/1 d'huile végeétale ; la moyenne des résultats de lavages a 10g/1 de

sophorolipides purifiés fut indiquée vis-a-vis cette concentration, méme si elle

ne contient pas d'huile végétale. Cette valeur (4620mg/kg) comporte par
. ailleurs 3000mg/kg de non-détectés et représente la valeur maximale possible
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(le minimum étant 1720 mg/kg). En effet, les analyses pour cette série furent
fractionnées pour les quatre plages d'hydrocarbures (non indiqué) et la limite
de détection fut de 1000mg/kg pour chaque plage (mais pour les autres
analyses indiquées, elle fut de 100mg/kg). Suivant cette marge d'incertitude,
les trois solutions de lavage étudiées permettent, & des concentrations
différentes, d'atteindre la plage B-C de restauration des sols. Mais les solutions

de biosurfactants furent légérement plus efficaces.

Il semble qu'a faible concentration en sophorolipides (10g/1), I'huile végétale
dans le milieu de lavage annule les effets de la présence des surfactants puisque
ceux-ci employés seuls a cette concentration permettent de laver efficacement le
sol. L'explication précédente quant a la valeur effective de la CMC en présence
d'huile végétale semble donc étayée par les résultats de lavages aux
sophorolipides purs. Mais a concentrations plus élevées en huile végétale (et
conséquemment, en sophorolipides), le fait de ne pas purifier les surfactants ne
semble pas négatif. De plus, pour des concentrations en huile végétale variant
entre 18g/1 et 45g/1, la solution de biosurfactants fut plus efficace en terme
d'enlévement des Ci0-Cso que 'huile végétale employée seule. L'écart entre les
deux solutions de lavage se résorbe cependant au fil de I'augmentation en huile

végétale en solution.
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4.3. CONCLUSIONS SUR LES LAVAGES

D'une part, la faisabilité du lavage en mode cuvée d'un sable (Dparticules<1mm)
contaminé a partir de sophorolipides non purifiés fut démontrée. Les bouillons
bruts de production de sophorolipides produits a partir de rejets industriels ont
permis de retirer 89% des Cio-Cso du sol et d'atteindre la plage B-C de
restauration pour les sols. Cette efficacité de lavage fut obtenue pour des
solutions de biosurfactants diluées a 60% (30g/1 de sophorolipides, 18g/l
d'huile végétale) et employées a 21°C. A plus forte dilution, une baisse
importante d'efficacité fut observée. Méme si ces concentrations sont au-dessus
de la concentration micellaire critique (CMC), il est possible que la présence
d'huile végétale dans le milieu repousse la valeur effective de la CMC, ce qui
expliquerait la diminution d'efficacité. Enfin, les interférences causées par la
présence de résidus de lavage dans les sols peuvent surestimer la concentration

réelle en hydrocarbures pétroliers dans le sol.

D'autre part, l'huile de canola ayant servi a la friture des croustilles (rejet
industriel) s'est révélée comme un excellent solvant pour la restauration du
sable contaminé aux hydrocarbures pétroliers, pour lequel prés de 88% des
contaminants furent retirés avec une solution a 120g/1 d'huile. Cependant, le
transfert des contaminants dans ce solvant pourrait étre limité par la diffusion
dans les pores ou par la thermodynamique. Dans ce cas, I'efficacité de ['huile
végétale pourrait étre décrite par une relation logarithmique empirique reliant
la concentration en solvant (huile) et le pourcentage d'enlévement des

contaminants.
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CONCLUSIONS GENERALES ET RECOMMANDATIONS

Les résultats obtenus au cours de cette recherche ont démontré la faisabilité
d'une production de biosurfactants par Candida bombicola ATCC 22214 pouvant
répondre aux exigences industrielles. En effet, une production a grande échelle
de preés de 75g/1 fut obtenue en milieu non stérile, a partir de rejets industriels,
pour un rendement en biosurfactants de plus de 0,54g/g par rapport aux deux
substrats. Les biosurfactants produits par la levure, un mélange de
sophorolipides, furent ainsi synthétisés a partir de mélasse non raffinée et
d'huile végétale provenant de l'industrie des croustilles n'ayant subi aucun
traitement de purification. Ces deux produits sont disponibles actuellement a

0,1125 CDN/kg et 0,045 CDN/kg, respectivement.

La substitution dans le milieu de production de l'huile végétale pure par de
l'huile de canola usée n'etit pas d'effet significatif sur la production, mais la
présence de composés polymérisés dans l'huile (ayant subi de hautes
températures lors de la friture) pourrait entraver son utilisation par les micro-
organismes. Ainsi, plus de 40% de l'huile incorporée est demeurée non
consommée en fin de production en réacteur. Ce facteur pourrait étre
contourné en laissant décanter les particules dhuile végétale solide
(polymérisée) avant son utilisation dans le milieu de production. Mais il serait
aussi utile de réaliser des productions avec de moins fortes concentrations
d'huile végétale, puisque celle-ci semble entraver l'efficacité des biosurfactants

lors des lavages de sol a partir d'une solution brute.

Le remplacement du glucose pur par de la mélasse non raffinée comme substrat

hydrophile présente plusieurs avantages. En effet, cette mélasse possede un
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fort pouvoir tampon qui permet le maintien du pH de production a des valeurs
optimales durant la production. De plus, elle apporte suffisamment de
composés azotés pour éliminer 'urée (source d'azote) du milieu de production
initial. Cependant, la mélasse semble, comme l'huile usée, contenir des
composés plus difficilement accessibles aux micro-organismes, ce qui signitie
une perte d'efficacité en terme d'intrants et d'extrants. D'un autre coté, ces
concentrations résiduelles d'huile végétale et de mélasse dans la solution de
biosurfactants brute pourraient montrer leur utilité en tant que nutriments dans
la solution de lavage usée qui serait traitée par voie biologique. Il ne serait ainsi
peut-étre pas nécessaire d'ajouter d'autres nutriments au milieu pour un
traitement en réacteur, par exemple. Enfin, si la mélasse non raffinée présente
plusieurs avantages, la flore microbienne qu'elle contient au départ entrave le
maintien de Candida bombicola dans le milieu de culture et des productions
successives de biosurfactants a partir d'inoculum agés. Il s'agit alors de
comparer les avantages entre la stérilisation d'un inoculum a chaque
production et la stérilisation de la meélasse pour plusieurs productions
successives (olt une contamination est tout de méme probable). Mais puisque la
contamination provient de la mélasse, I'inoculum pourrait étre formulé a base

de glucose ou de sucre inverti et non stérilisé.

Lors de la production de sophorolipides, il fut démontré que la température du
milieu peut étre maintenue, par le biais d'une simple isolation et sans contréle
externe, dans une plage favorable a la croissance des micro-organismes et a la
production de biosurfactants. Combiné a l'emploi de mélasse, le mode de
production étudié ne nécessitait donc ni contréle de température, ni contréle de

pH.
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La concentration micellaire critique du mélange de sophorolipides purifié fut
mesurée a 25 mg/l, comparativement a des valeurs rapportées de 60mg/l
(Hommel, 1990) et de 82mg/1 (Cooper et Paddock, 1984). Lorsque la solution
de biosurfactants est employée brute, il semble que l'huile végétale résiduelle
qu'elle contient occupe elle-méme les micelles et repousse la valeur effective de

la CMC.

Le lavage d'un sable fin a moyen a l'aide des solutions brutes de production de
sophorolipides a démontré¢ leur efficacité a retirer les contaminants. Les
solutions de biosurfactants diluées jusqu'a une concentration de 30g/l en
sophorolipides (18g/1 d'huile végétale résiduelle) ont permis de restaurer le sol
jusqu'a la plage B-C des critéres du Ministere de l'environnement et de la faune.
Les concentrations mesurées dans le sol apres lavage furent de 1500mg/kg sec,
par rapport a une contamination initiale de 13 400mg/kg en Cio-Cso (89%
d'enléevement). Mais ces concentrations sont vraisemblablement surestimées, en
raison des interférences liées a la présence d'huile végétale résiduelle dans les
échantillons de sol lavés. Les solutions se sont donc montrées plus efficaces que
le Witconol SN-70, un surfactant synthétique, pour lesquels les conditions de
lavages étaient optimales. Ce dernier permettait de restaurer le sol jusqu'a

2010mg/kg.

En raison de la nature biologique des solutions de biosurfactants, il est
recommandé de poursuivre les essais, mais en se concentrant d'abord sur le
traitement des solutions de lavage et du polissage du sol lavé, le cas échéant. Si
les résultats sont encourageants, alors les efforts pourront se concentrer sur
I'amélioration de la production et les modifications suggérées ci-haut. Enfin, il

est important de signaler que les solutions brutes de sophorolipides ne peuvent



141

étre envisagées pour un procédé de lavage in situ en raison de la forte

concentration en biomasse et résidus qui bloqueraient les pores dans le sol.

Pour d'autres applications, les sophorolipides pourraient étre produits en
suivant la piste de la présente recherche, puisqu'ils montrent les mémes
caractéristiques que ceux produits en conditions pures. Dans ce cas, il faudrait
élaborer une technique de récupération simple, comme par exemple laisser
décanter la solution pour récupérer les sophorolipides de formes lactone (SL-1)
qui sont recherchés pour leurs propriétés hydratantes et favorisent les

émulsions de type eau/huile (/0).

Concernant le lavage de sol, bien que les biosurfactants se soient montrés
efficaces, l'huile végétale usée employée seule a permis de retirer la méme
quantité de contaminants du sol. Ainsi, elle agit comme solvant lourd pour
I'extraction des contaminants hydrophobes. D'apres les résultats d'analyses
fractionnées, elle agit sur toutes les plages d'hydrocarbures, quoique cela soit
moins évident pour la plage des Ci4-Cso. De plus, il semble y avoir une relation
mathématique logarithmique reliant la concentration en huile végétale dans la
solution de lavage et le pourcentage d'enlévement des contaminants sur un sol

donné.

Comme 'huile végétale usée peut étre facilement obtenue a prix trés modique
et qu'elle est vraisemblablement biodégradable, des essais de lavage
supplémentaires et des essais de dégradation précis généreraient des résultats
sans doute trés intéressants. D'ailleurs, une bréve analyse économique, permet
d'évaluer le colit de lavage a la tonne associé a l'agent extactant, ici l'huile

végétale usée. A des fins de comparaisons avec I'évaluation de la part du coit
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de traitement associé a l'achat de surfactants synthétique (section 1.3.1.7 du
chapitre I), les mémes parameétres ont été utilisés. Ainsi, on calcule que pour
une solution de lavage concentrée a 80 g/l d'huile végétale (ce qui permet
d'atteindre la plage B-C de restauration, avec 2170 mg/kg de C10-C50 dans le
sol lavé), les cotits associés a l'agent de lavage varient de 25 $/tonne a 50
$/tonne, selon la proportion de sable dans le sol. Ces coiits tiennent compte de
quatre cycles de lavages pour une concentration a 15 % (p/v) en sol. Cette
évaluation n'est qu'indicative du potentiel de I'huile végétale, car les conditions
de lavages n'ont pas été optimisées. Par exemple, il est possible que dés le
premier cycle de lavage, les contaminants aient été retirés, ce qui réduirait
encore considérablement le cott de lavage, qui passeraient & 7 $/tonne pour un

sol 4 40 % de sable et 4 15 $/ tonne pour un sol a 80 % de sable.

Puisque l'huile végétale supporte de trés hautes températures, il serait
probablement avantageux de faire des lavages a plus de 90°C. L'augmentation
de solubilité et la baisse de viscosité qui seraient entrainées pourraient favoriser
la diffusion du solvant (l'huile) dans les pores et la solubilisation des
contaminants dans le mélange. D'autant plus que la haute température fait
fondre les composés polymérisés de I'huile végétale usée, ce qui pourrait la
rendre plus efficace. En contrepartie, il y aurait risque de "tuer" le sol, un
facteur a considérer si un traitement en biopile est envisagé comme polissage.
Des essais de lavages en colonne ne sont pas recommandés, en raison des
risques de blocage causés par l'huile. Par conséquent, les essais devraient étre
réalisés en mode cuvée, mais avec échantillonnage aprés chaque cycle. Enfin, il
est essentiel de modifier les méthodes d'analyses des hydrocarbures ou
d'évaluer l'apport de l'huile végétale dans la contamination finale mesurée en

Ci10-Cso.
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La possibilité de chauffer I'huile végétale et son usage comme agent extractant
devraient d'ailleurs étre étudiés a d'autres fins que le lavage de sol, par exemple
pour le nettoyage de transformateurs contaminés aux BPC qui sont
actuellement extraits avec du perchloroéthyléne (aussi nomme

tétrachloroéthyléne), un des contaminant prioritaire de I'U.S.EPA.

Enfin, si la désorption des contaminants a l'aide d'huile végétale est limitée par
la thermodynamique (constantes d'équilibre), il pourrait étre avantageux de
combiner le lavage a I'huile et celui aux biosurfactants. En effet, une premiére
série de lavage a l'huile permettrait de retirer la majeure partie de la
contamjnation par le biais de l'affinité entre ['huile et les contaminants. Ensuite,
un lavage aux biosurfactants permettrait de solubiliser ou de mobiliser les

contaminants résiduels inaccessibles a I'huile par le biais des micelles.

Tel qu'annoncé au début de cet ouvrage, la recherche dont les résultats sont
présentés ici a exploré plusieurs pistes paralléles. Les résultats obtenus furent
positifs et ont étayé I'hypothese de recherche. De surcroit, les essais avec l'huile
végétale ont ouvert une autre avenue dont le potentiel était sous estimeé.
Conséquemment, plusieurs voies peuvent étre envisagées pour des recherches a

venir, dont les résultats présentés ici pourront servir de repeéres.
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ANNEXE A

PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

Milieu nutritif pour le maintien de la souche Candida bombicola ATCC 22214
Production de biosurfactants en culture pure par Candida bombicola ATCC 22214
Meéthode d'extraction des sophorolipides (biosurfactants), de la biomasse et de 'huile
résiduelle du milieu de production
Analyse des sucres en phase aqueuse par méthode colorimétrique au phénol
Quantification des sophorolipides (biosurfactants) par méthode indirecte :
analyse du glucose dans la phase organique

Identification des sophorolipides par chromatographie en couche mince (CCM)

Mesure de [a tension de surface et détermination de la concentration micellaire critique____

Veérification de la pureté du milieu de production de Candida bombicola ATCC 22214
Lavages de sol en mode cuvée

Analyse des hydrocarbures pétroliers dans les sols
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL
Protocole #: P3A Pages:
lOprO Version: | Date Début
Date fin
Auteurs: Muriel Gueissaz-Teufe!
Approuvé par: Signatures:
Date: __/__ _/____

Mots clés: milieu YM, levure, stérile

Titre:Milieu nutritit pour le maintien de la souche Candida bombicola ATCC 22214.

1. OBJECTIF(S)

Préparation des milieux favorables au maintien de la souche Candida bombicola ATCC 22214.

(5]
.

MATERIELS

& L
#° Petris stériles;

«* Formule du milieu nutritif YM (Difco):

ingrédients par litre de milieu

Bacto extrait de levure .......c..oooeennls ig
Extrait de malt, Difeo.........covvvenieennnne. g
Bacto peptone........ccoeiviiiniiiiniiinienn Sg
Bacto dextrose........oueeveciicneeiiiianns 10g
Bacto agar.....cceeriiieniniieee 20¢g

«* Solution de HCI

3. METHODOLOGIE

157

Remarque: calculer environs 20 ml de milieu par pétris et prévoir que les pétris consenvées @ 4°C
conserveront leurs propriétés pour envirans 3 mois.

Fher P3A

o 8 s le 05069
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Page 2

1. Dans un bécher de grandeur appropriée, mettre tous les ingrédients et dissoudre dans la moitié du volume
d'eau distillée nécessaire.

2. Transvider le contenu dans une fiole jaugée et compléter au volume total avec de I'eau distilide.
3. Mesurer le pH (il devrait étre d’environs 6,2) et Fajuster & 4.0 avec du HCL

4. Mertre le contenu dans un erlenmeyer (ne pas remplir a plus de 50% du volume du contenant), fermer
avec un bouchon mousse et un papier d'aluminium. identifier et mettre d Fautoclave pour 20 minutes
{liquides) a 121°C. 1 atmosphere.

Laisser refroidir a 45°C — 55°C (4 I'air ou & l'aide d'un bain thermostaté).
3. Sous la hotte, identifier les pétris et mettre environs 20 ml de milieu stérile dans chacun.

6. Laisser refroidir sous la hotte sans les fermer : aprés environs 30 minutes, refermer les pétris et les
entreposer dans un coin de la hotte pour 24 - 48 heures.

7. Entreposer les pétris dans un sac hermétique fermé. de fagon i ce que le fond des pétris soit vers le haut
(pour éviter I'évaporation de I'eau du milieu et le séchage des géloses), a 4°C.

4. REFERENCES

DIFCO MANUAL. Dehydrated Culture Media und Reagents for Microbiology. Difco laborataries, 10ieme
édition, Detroit. Mi., Pp. 1131-1132.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Pour préparer un mitieu liquide. utiliser la méme formule mais sans I'agar. Le milieu liquide ne devrait pas
étre conservé plus de 3 semaines a °C et ne devrait pas étre utilisé si la solution est wouble (indice d'une
croissance microbienne),

Les solutions sont de couleur beige.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS

Frivr PIA s 8 o e



— PROTOCOLE EXPERIMENTAL
Protocole #: P3B Pages:
Blopro Version: | Date Début
Date fin

Auteurs: Murnel Gueissaz- Teutel

Approuvé par: Signatures:

Date: ___/ !

Titre: Production de biosurtactants en culture pure par Candida bombicola ATCC 22214

erlenmeyers.

Mots clés: Biosurfactants. Candida bombicola ATCC 22214, sophorolipides, glucose, huile végéule.

1. OBJECTIF(S)

Production de biosurfactants de type sophorolipides par la souche pure Candida bombicola ATCC

159

14 (levure.

anciennement sous le genre Torulopsis). Les paramétres suivis durant la production sont qualitatifs (couleur.
émulsion. aspect) et quantitatifs : suivi de ["huile (PE#P3C), des sophorolipides (PE#P3C) et de Ia biomusse

(PE#P3C), du glucose (PE#P3D), et suivi du pH (PSO#Ad)et de Ia température.

2. MATERIELS

I. Inoculums de Candida bombicola :

- souche pure de Candida bombicola ATCC 22214 maintenue sur gélose nutritive YM (PEAP3A)

qu’on transfere a tous les mois:
- boucle a inoculation, brilleur. hotte stérile;
- erlenmeyers stériles i chicanes de 1000 ml:
- 400 ml de milieu nutritif stérile YM (PERP3A):
- bouchons mousse dia. 30mm:
- agitateur planaire et pince en acier inoxydable pour erlenmeyer de 1000 ml.
- papier d'aluminium.

- pipettes stériles de 10 mi:

Fichwet P38 mrs 2 jour l¢ 050698
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2. Production de Candida bombicola ATCC 22214 en erlenmeyer d'un litre:

Elenmever a chicanes de 1000 ml {(max 30% facteur de remplissage):

Bécher de 1 L pour préparer le milieu;
Agitateur planaire et pinces en acier inoxydable:
Bouchons de mousse:

Sonde a pHl:

HCI ou NaOH pour ["ajustement du pH:

Milieu nutritif de production des biasurfactants:

KH2POy4 (Anachemia, A.CS.) v criveecceee. 01 %0 e,
MgSO4°7HA20 (Arachemia. A.C.S.}eeriernienn 0.3 %

FeCl3 (Anachemia, A.C.5.)uurmennrcneassniansans 0,01 %......
NaCl (Anachemia, A.C.S.)uuceiinccrnrrnceniinnns 0.01 % .....
Extrait de levure (Becton Dickinson)....e.connen... 04 % .......
L8] 1SRRI PO UUURRURIRRIE | 1 I 1 S

Huile de canola}(100%pure. sans préservatif.Primo).. 10,5 %. ..

Glucosez(Fisher Chemical)...cvevvieiccinneeiseeeens ... 100 %%

Lol0gl

..0.1 g/l = 0,17 g FeCl3* 6H20
00l
401

R
1050 g/l
100,0 2/l

@ AJUSTER LE PH A 4.5 (NaOH ou HCI) avant d"autoclaver

le milieu 4 121°C, | atmaosphére. durant 20 min.

1De grade alimentaire. sans préservatifs.

lAjou(er graduellement le glucose dans |"eau. pour éviter la formation
d'un bloc qui se dissout difficilement. On peut également chauffer

légerement I’eau.

N.B. Glucose = Dexirose.

3. METHODOLOGIE

Deux cultures peuvent étre préparées préalablement a I'inoculation du milieu de production (voir figure 1) alin
d'initier une production avec des cellules jeunes en phase de croissance. Mais la praduction peut aussi débuter
immédiatement avec un incculum de 10 % qui est suffisamment fort pour soutenir une croissance élevée.

Fuchuer

ra

s 2 your e 0t o vin
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T e . LY
{ 2-3 colonies ",

oy o
i %% % 10%
b
el

Gelose B ‘

Figure 1: schématisation de la production en erlenmever
MI: milieu d'inoculation. MP : milieu de production
1. Premiére culture
- Sous la hotte stérile, prélever 2 colonies de la levure sur une pélose.
- Inoculer 200 m! de milieu YM stérile et fermer avec un bouchon mousse.
- Recouvrir I'erlenmeyer avec du papier d'aluminium, qui agit comme isolant.
- Placer 'erlenmeyer sur un agitateur planaire 3 200 rpm, T°ambiante, pour 48 hrs.
2. Seconde culture

- Prélever de fagon stérile 10 mi (inoculum de 3% v/v) de la culture de 48 hrs et inoculer 300
ml de milieu stérile liquide YM contenu dans un erlenmeyer (stérile) de 1000 ml a
chicanes.

- Fermer avec un bouchon mousse et couvrir 'erlenmeyer de papier d'aluminium.
- Placer I'erlenmeyer sur un agitateur planaire a 200 rpm. T° ambiante. pour 24 hrs.

N.B Si la production débute a la suite d'une seule culture, prélever 3 colonies maintenues sur

gélose YM et suivre les érapes indiquées pour la seconde culture ten pointillés sur la figure
1).

3. Milieu de production (pour 300 ml)

- Dans un bécher. débuter par la dissolution du glucose dans une partie de I'eau distillée nécessaire:
- Ajouter les éléments secs et agiter avec un barreau magnétique;

- Transvider dans un ballon jaugé de 300 ml ajouter I'huile végétale! ;

' On peut v alier par poids ou par volume. ¢n mesurant la masse volumique de I'huile végétale utilisée 4 l'aide d'une pipette et
de [a balance analstique (prendre 10 mesures d'un méme volume et faire [3 moyenne). Pyue cums (Primo) = 0.87 g m).

Fher PIB LTIE R
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- Compléter le volume a 300 m! avec de I'eau distillée:
- Agiter et retransférer dans le bécher pour agiter avec le barreau magnétique:

- Calibrer la sonde a pH (PSO A4) et prendre une mesure du pH tout en maintenant ["agitation. pour
ne pas laisser les 2 phases se séparer;

- Ajuster le pH a 4,5 si nécessaire avec du NaOH ou du HCI:

- Transférer dans un erfenmeyer a chicanes de 1000 ml et autoclaver 20 minutes a 121°C,
atmosphére.

- Laisser le milieu revenir a la températurce de la piéce avant d'inoculer.

- Prélever 30 mi de la culture de 24 heures et inoculer. sous conditions stériles, le mifieu de
praduction.

- Fermer avec un bouchon mousse et recouvrir de papier d'alumtinium.

- Placer sur l'agitateur a température ambiante, a 200 rpm.

4. REFERENCES

COOPER. D.G. ET PADDOCK. D.A.. 1984. Production of a biosurfactant from Torulopsis_bonthiculu.
Applied und Envirom [ Microbiology, 47: 173-176.

DESPHANDE. M., et DANIELS, Lacy (1993). Evaluation of Sophorolipids Biosurfactant
Production bv Candida Bombicola Using Animal Fat. Bioresource Technology 54: [43-150.

ZHOU, Q.H.. ET KOSARIC, N.. 1995, Utilization of Canola Oil and Lactose to Produce Biosurfactant with
Cendida Bombicola. JAOCS T2 (1) 67-71.

ZHOU, Q.H.. ET KOSARIC. N.. 1993. Effect of Lactose and Olive Qil on [ntra- and Extracellular Lipids of
Torulopsis Bombicola. Biotechnology Letters 15 (5): 477-482.

ZHOU, Q.H., KLEKNER, V. ET KOSARIC. N.. 1992, Production of Sophorose Lipids bv Torulopsis
Bombicolu from Safflower Oil and Glucose. JAOCS 69 (1): 89-91.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

RESULTATS

- De fagon qualitative. la couleur du bouillon passe rapidement (apres | jour de production) au caramel-
beige. avec une couche d'émulsion en surface. Aprés deux jours. {"apparence est plus laiteuse. de couteur
sable, et la couche en émuision est un peu plus fine (mousse compacte blanc cassé). Cette situation s¢
maintient jusqu’a la fin de la production (8 jours ou plus).

- En raison du papier d’aluminium. la température du milieu monte 3 27-30°C dés le premier jour et se
maintien entre 25°C et 30°C durant toute fa production. La température de croissance et de production de
la levure étaient contrdlée & 30°C dans le protocole qui est suivi (Zhou et Kosric, 1995), mais est la
temperature oplimale est située entre 25°C (Davila er al., 1997) et 27°C (Rau er al.. 1996) selon d'autres
auteurs .
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Le pH de la solution descend rapidement a 2.9-3.2 (24 hrs) et demeure a ces valeurs jusqu'en fin de
production (figure 2).

5
Suivi du pH-CB06
4
§' 3
2
[+] 2 4 [ 8

Jour de production

Figure 2. Suivi du pH lors d'une production en erlenmeyers
de 1000 mi avec chicanes.

Le suivi d'une production en erlenmeyers de 1000 ml avec chicanes est présenté a la figure 3:

100
90
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40
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gl

0 2 4 6 8 10 12
Jour de production

Figure 3. Production de sophorolipides en erlenmeyers de 1000 ml 2
chicanes (quantification gravimétrique. protocole #P3C)

RECOMMANDATIONS

Conservation des échantillons :

Comme il s'agit de solutions biologiques. l'entreposage risque de changer les caractéristiques du
milieu. Toutefois. aprés deux mois d'entreposage de la solution brute a 4°C. les solutions de
biosurfactants ont conservé des quantités similaires de biosurfactants, de biomasse. d'huile
résiduelle et de glucose. L'identification des biosurfactants par chromatographie en couche mince

Frchier P38
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(PE#P3F) ne permit pas de détecter de changement de nature des biosurfactants aprés deux mois
d'entreposage.

LIMITES DE LA METHODE

- La tension de surface, une méthode commune pour évaluer la concentration de biosurfactants dans
le miliey, ne peut étre mesurée avec la méthode du Nouy (PEAP3G), en raison de I'huile présente dans le
bouillon de production qui cause des interférences. [l faut donc passer par une purification dJes
surfactants et une solubilisation pour évaluer la tension de surface.

o Mise & l'échelle

La production de 1600 ml de milieu dans des erlenmeyers de 6 000 ml a chicanes sous les mémes
conditions donnent des rendements en biosurfactants moindres (plus de 25%) tel que montreé 3 la figure
4 Des productions peuvent étre réalisées en erlenmeyers d'un litre sans chicanes, en gardant un tacteur
de remplissage maximal de 20% et une vitesse d'agitation d'au mains 200 rpm. La production en
erlenmevers de 6000 ml sans chichanes sous les mémes conditions ne permet pas de produire des

quantités significatives de surfactants (voir figure 5) et ceci pourrait étre dii 3 une limitation en oxygene
(Desphande et Daniels, 1993).
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Jour de production

Figure 4. Production de sophorolipides en erlenmeyer de 6 000 m!
avec chicanes
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Suivi de la ;:ruduction dotSL-CBOA (gravimaétrie)

N WS v O

Concentration (gfl)

0 2 4 6 8 10

jour de production

Figure 5. Production de sophorolipides en erlenmeyers de 6000 ml (sans
chicanes) contenant 2000 ml de milieu

6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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Titre: Méthode d'extraction des sophorolipides (biosurfactants), de la biomasse ¢t de 'huile résiduelle du
milieu de production.

Mots clés: gravimétrie, Canclicls bombicola. glucose, acétate d'éthyle.

1. OBJECTIF(S)

L'objectif de I'expérience est de récupérer ta biomasse, les biosurfactants, huile végétale ésiduelle et la phase
aqueuse du milieu de production des sophorolipides par Candida bombicola ATCC 22214 (PERP3B). La

séparation des phases est réalisée avec de l'acétate d'éthyle. La biomasse. les sophorolipides et l'huile
végétale sont quantifiés par gravimétrie. La quantification du glucose résiduel est réalisée par

spectrophatométrie sur la phase aqueuse (protocole P3D).

2. MATERIELS

- tubes i centrifuger de 50 ml (nalgene):

- pipettes en verre;

- centrifugeuse:

- acdtate d'éthyle (environs 100 ml par échantillon);

- hexane (environs 30 m! par échantillon);

- pipettes pasteur:

- cupules en aluminium pour poids sec de la biomasse:
- fioles jaugées de 25 ml et 100 ml:

- tubes en verres de 15 mi (deux par échantillon}

- fioles a scintillations (une par échantillon):

- ballon de 500 m! s'adaptant au rotavap (Biichi):

- rotavap (appareil pour faire évaporer le solvant) installé sous la hotte:

Futer P30 s 3 ous fe 050698
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3. METHODOLOGI!E SmiH,0~20ml
acétate d'éthyle

v
10 ml éch. 98 -}Qﬂﬂﬂé B%O cim% Poids sec

20 min. 20 min.
8500 rpm. 8500 rpm.
Tamb Tamb

Surmageant Surnageant
£
L
( Phase organique
——>

Phase organique

Phase aqueuse
\L 20 mi acetate
d'éthyle

x| @

soften

| min,
C} 1000 rpm,

T°amb

Figure 1. Schéma des étapes 2 a 12 de la méthadologie

1. Ajuster [e bain du Rotavap entre 70°C et 80°C.

!-)

A Taide d'une pipetie. prendre un échantillon de 10 m), le plus homogéne possible (i.e. maintenir une
certaine agitation lors de I'échantillonnage) et les mettre dans un tube a centrifuger de 50 m| (tube# 1)

i

Prendre le pH et la tempérture, si désiré et centrifuger 4 20°C, 8500 rpm durant 20 minutes. Ne pas
oublier d'équilibrer les échantillons dans la centrifugeuse;

4. Transférer le surnageant (il y a normalement deux phases) dans un autre tube a centrifuger (tube #2} et
mettez-le de coté. Prendre le tube #1 et v ajouter 5 ml d’eau distillée et 20 ml d'acétate d'éthyle (travaillez
saus la hotte a partir de ce moment):

w

Resuspendre le culot avec te vortex et remettre le tube #1 a centrifuger sous les mémes conditions qu'a
P'étape2. pour 20 minutes:

6. Aprés la centrifugation. sortir le tube #1 de la centrifugeuse et transférer le surnageant (2 phases) dans I
tube #2;

7. Avet une pipette pasteur. ajouter un peu d'eau distillée dans le tube #1 pour pouvoir sortir le culot et le

Fher PIC s ajour e e
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transférer dans une cupule d'aluminium préalablement pesée. Meure la cupule dans un four & 103°C
jusqu'a latteinte d'un poids constant (24 heures suffisent habituellement). Calculer le poids sec (g
biomasse produite/ | de bouillon de production) selon la formule suivante :
(Mploine - Mvide)cupule (g) x 1000 (ml/])
10 (ml)

8. Agiter le tube 42 et le mettre i centrifuger a 1000 rpm durant une minute. Cette étape aide a separer les
deux phases;

9. Sortir le wbe de la centrifugeuse avec précautions. A I'aide d'une pipette pasteur. retirer la plus grande
partie de la phase organique et la transférer dans une fiole jaugée de 100 mi:

10. Ajouter 20 ml d'acétate d'éthyvle au tube #2 contenant la phase aqueuse mélanger les deux phases au
vortex durant 13 secondes. par pulsions:

I1. Centrifuger le tube d {000 rpiv durant une minute;
12. Répéter fes étapes 8, 9 et 10 deux autres fois (3 extractions au total);

13. Prendre la fiole jaugée de 100 ml contenant les phases arganiques d'extraction et compléter le volume
avec de lacétate d'éthyle. Bien agiter avec un bouchon en verre (pas de paraffine). Prélever 10 ml avec
une pipetre jaugée et les mettre dans un tube en verre de 15 ml (échantillor pour entreposer 4 4°C pour
protocole P3E. quantification des sophorolipides en phase organique).

14. Menre le reste du contenu de la fiole jaugée dans le ballon sajustant sur fe bec du rotavap. Le finer &
Fappareil. Partir Feau de refroidissement et ajuster le vide 3 240 mbars (vérifier dans le manuel
d'instruction). Ajuster la vitesse de rotation du ballon et évaporer le solvant grossiérement (i.e. ne pas
faire sécher le résidus);

15. Ajouter le contenu d'une pipette pasteur d'acétate d'éthyle dans le ballon contenant le résidu collant.
Pipetter le résidu et le transférer dans un tube & centrifuger (tube #3) préalablement déshumidifié et pesd.
Rincer le ballon avee le minimum d'acétate d'éthyle (pipette pasteur) qui est aussi mis dans le tube #3.

16. Placer un bouchon en caouichouc (compartant une ouverture de méme taille que le bec du Rotavap) sur le
bec du Rotavap (voir figure2). 1l faut que ce bouchon soit serré sur le bec. Percer un trou dans un
bouchon bleu des tubes a centrifuger, qui permentra de I'insérer sur le bec du Rotavap. Fermer le tube =3
avec ce bouchon et placez-le sur le rotavap, de fagon a ce qu'il soit accoté au bouchon de cacutchouc.
Scellez généreusement le tout avec du papier pacrafine et débuter {'évaporation sous les mémes conditions
que précédemment. |l faut que tout le solvant soit évaporé avant de retirer le tube (vérifier dans le ballon
de récupération de solvant s'i] ¥ a encore condensation. Laisser évaporer au mains 10 minutes;

Bouchon de caoutchouc

Bec du Rotavap \ Bouchon plastique percé

\ Tube & centrifuger de 50

Figure 2. Modifications pour I'évaporation du solvant
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17. Une fois I'évaporation terminée, retirer le tube et laisser refroidir le résidu (d'adeur sucrée, de texture
mielleuse). Ajouter 20 ml d'hexane au tube #3 et bien agiter au vortex. Le résidus prendra alors
I'apparence de flocons beige. Laisser reposer une nuit le tube fermé, aprés quoi centrifuger a 10 000 rpm
durant 20 minutes. Verser avec soin la phase liquide (hexane + huile résiduelle) dans une fiole 2
scintillation préalablement pesée. Rincer deux fois encore a 'hexane les résidus (maintenant sous torme
poudreuse, de couleur crémeuse) et mettre le liquide dans la fiole, en prenant soin de ne pas entrainer les
résidus. Laisser ia fiole ouverte sous la hotte pour 2 nuits (o0 jusqu'a poids canstant) et peser. Laisser
également le wbe 3 cemrifuger #3 qui contient les résidus blanchitre a sécher sous la hotte jusgua
I'anteinte d'un poids constant. Peser.

18. La concentration (/1) d'huile végétale présente dans le milieu de production correspond a :

(Mpleine - Myide)fiole 3 scintillation (£) X 1000 (ml/i)
9 (mi)

19. La concentration (1) de biosurfactants produits dans le milieu de production est de .
(Mploine - Mvide)ube#s (2) X 1000 (ml/1)
9 (ml)

20. Les biosurfactants récupérés peuvent étre passés au mortier, ce qui permet d'obtenir une poudre.

4. REFERENCES

COOPER. D. G.. et PADDQCK. D.A. (1984). "Production of a Biosurfactant from Torulopsis
bombicola.” Applied and Environmental Microbiology 47(1): 173-176.

ZHOU, Q. H., &t KOSARIC. N. (1995). “Utilization of Canola Qil and Lactose to Produce Biosurfactant
with Candida bombicola.” JAOCS 72(1): 67-71.

DAVILA, A-M.. MARCHAL. R. et VANDECASTEELE. J.-P. (1994). “Sophorose Lipid Production
from Lipidic Precursors : Predictive Evaluation of Industrial Substrates.” Journal of [ndustrial
Microbiology 13: 249.257.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

La figure 3 présente les mesures obtenues pour fe suivi de la biomasse, de I'huile et des sophorolipides iors
d'une production en réacteur de 80 litres, a partir de mélasse non raffinée et d'huile végérale usée. Les quatre
premiers points de chaque courbe représentent fa moyenne de 3 échantitlons différents pris au méme moment

et extraits séparément (données au tableau 1). Les barres d'erreurs reflétent Perreur expérimentale associde 4
la méthode d'extraction.

En général, I'erreur est toujours inférieure a 10 % (voir tableau 1). Les erreurs les plus significatives sont
observées aux premiers jours de production. 1a ol les quantités récupérées sont faibles en biomasse et en
sophoralipides. En fin de production. les erreurs sont faibles et permettent d'obtenir des résultats
reproductibles (données non présentées). La variabilité des résultats pour la récupération de I'huile végétale
est cependant plus élevée. surtout en début de production. Comme les biosurfactants sont 4 ce moment en
trés faible quantité. I'huile n'est pas encore émulsifiée, ce qui rend un échantillonnage difficile.ll se peut
cepandant que Péchantillonnage soit aussi difficile en fin de production. en raison de la forte concentration en
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sophorolipides qui rend la solution dense et change sa rhéologie (Davila er a/., 1992).

Concentration (gfl

0 2 4 6 8 10
Jour de production
Figure 3.
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Tableau 1.

Analyse d'erreur sur
(sophorolipides (SL), huile, biomasse (X))

1- Sophorolipides

les extractions - gravimétrie

Concentration (g/l)
Jour a b c Moyenne| Ecart- |Erreur (%)
type
0 2.8 28 2.7 0.0 17
1 2.8 2,6 2,5 0.1 47
2 2.5 28 2.8 0.1 52
3 42 46 47 45 2.2 4.8
2- Huile végétale
Concentration (g/l)
Jour a b c Moyenne| Ecart- |Erreur (%)
type
¢} 105 124 103 111 8.5 8.6
1 111 91 98,3 100 8.3 8.3
2 96 95 93 as 1.2 1.3
3 87 87 87 87 0,0 0,0
3-
Biomasse
Concentration (g/l)
Jour a b c Moyenne| Ecart- |Erreur (%)
type
4] 2,5 2 1.7 0.3 16,0
1 4 43 39 0,2 4.2
2 9.2 85 8.3 0.4 45
3 11,2 10.9 104 11 0.3 3.0

Fictner #3C
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6. ANNEXES: MODIFICATIONS

Le protocole tel que décrit fut modifié par rapport a ceux publiés dans Ia littérature o les extractions sont réalisées
i laide d'ampoules a décanter. Cette méthode ne permet pas d'abtenir un résidu propre (ne comportant pas
d'impuretés visibles). De plus, la séparation des phases lors des extractions était trés lente et donnait souvent lieu
4 une troisiéme phase a linterface entre la phase organique et la phase aqueuse. C'est pourquoi il fut décidé de
briser '4mulsion (la “troisiéme”phase) par ceatrifugation modérde. L'application de cette méthude donna de tres
bons résultats et diminua significativement le temps consacré aux extractions. tout en minimisant la vaiselle
employée et le transfert des échantitlons d'un récipient d 'autre (minimise I'erreur).

Les sophorolipides étaient originalement quantifiés directement dans le ballon & évaporation de 300 mi allant au
Rotavap. Par cette méthede. il était cependant difticile de les récupdrer car ils étaient séchés et collés sur la paroi
au fond du ballon. De plus, la masse des sophorolipides récupérés était minime par rapport 4 la masse du ballon
sec. ce qui risquait d'entrainer des erreurs significatives. Pour ces raisons. il fut décidé de faire évaporer le solvam
directement dans des tubes a centrifuger, moyennant quelque bricolage du Rotavap (figure 2).
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Analyse des sucres en phase aqueuse par méthode colerimétrique au phénol
Mots clés:

Glucose, phénol.

1.00 Objectif(s)
L objectif de I'expérience est de déterminer quantitativement [a concentration en glucose dans un milieu
aqueux.

2.00 Matériels et Méthodes

Matériel: - Fioles jaugées de [. [0, 25,50 et 100 ml ;
- Micropipettes (20ul. 100ul et 5ml) ;
- Seringues Hamilton gastight RN (1ml. 5ml) ;
- Eprouvettes en verre de 10 ml ;
- H,SO, concentre 95.5% (SG 1.84) :
- Phénol :
- Cuvettes Hach pour analyse colorimétrique (visible) ;
- Spectrophotometre ;
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Méthode :

Solutions standards

1. Préparer une solution stock de 1 g/L de glucose.

2. A partir de la solution stock. préparer des solutions standards de glucase qui serviront au tracé de la

courbe de calibration. Les concentrations doivent étre comprises dans la plage de 10pg/m] a
100ug/l :

exemple : 100 ug/ml = 5 ml @' 1000 pg/m] dans une fiole jaugée de 50 ml :
75 pg/ml = 3.75 ml @ 1000 pug/ml dans une fiole jaugée de 50 mi ;
50 pg'ml = 2.5 ml @ 1000 pg/mi dans une liole jaugée de 50 ml :
25 pg/ml = 1.25 ml @ 1000 pg/ml dans une tiole jaugée de 50 m! ;
(Note : prendre les seringues de 1 ml ).

Réactifs
1. Acide sulfurique concentré 4 95.5%. SG = 1,84
2. Solution de phénal concentrée a 80%(p/p):
Ajouter 20 grammes d’eau distillée a 80 grammes de phénol.

Préparation des échantillons

1. 2 mi d"une solution aqueuse contenant entre 10 et 70 pg/ml de sucres (faire les dilutions nécessaires)
est pipettée dans une éprouvette en verre Hach de [0 ml;

2. Ajouter, a I’aide d"une micropipette, 50 pl de solution de phénol 2 80%;

3. A P'aide d’une micropipette de 5 ml (dont le bout du distributeur est coupé pour faciliter
I"écoulement), ajouter rapidement 5 ml d’acide sulfurique (sous la hotte). Diriger le jet sur la
surface du liquide plutot que sur la paroi de 1'éprouvette, pour assurer un bon mélange;

4. Laisser reposer les tubes durant 10 minutes. En profiter pour allumer le spectrophotométre, qui a

besoin d”étre “réchauffé™ avant les analyses. ainsi que le bain thermostaté & 25°C-30°C (on pourra
utiliser le bain du rotavap),

5. Agiter les tubes et les placer dans le bain durant 10 a 20 minutes:

6. Bien essuyer la surtace des éprouvettes avant la lecture au spectrophotométre:
7. Mesurer I"absorbance a 490 nm.

Spectrophatomérre:

Suivre {a démarche indiquée dans le manuel d’instruction (au laboratoire GC). pour lecture dans le
domaine visible.

3.00 Conservation dcs échantillons

Solutions stocks de glucose: ces solutions. conservées a 4°C 4 I'obscurité, sont stables pour plusieurs
maois.

Solution de phénol (80%): Cette solution. conservée & 4°C i |"obscurité, est stable pour plusieurs mois
(une coloration jaune pourra apparaitre, mais celle-ci n'interférera pas avec les analyses; toutefois.
s assurer de faire un blanc):
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La couleur (aprés étape 5) pour mesure de |"absorbance est stable pour plusieurs heures: les lectures
peuvent érre effectuées plus tard si nécessaire.

4.00 Résultats
Voici les lectures obtenues pour une courbe de calibration du glucose:

Concentration Absorbance Moyenne Ecart type
ug/mi
0 0.00 | 0.00 | 0.04 0.01 0.02
15 CJ31 10327034 0,32 0.02
40 0.86 | 0.79 { 0.80 0.82 0.02
60 NERERENRAL) 1.15 0.02
85 149 | - 1.49 149 0.02

Courbe de calibration du glucose
30-10-97 (p.35 cahier labo#65)
2,00

y =0,0186x

1.50 R? 2 09875 1,16 2

1.00

Absorbande 3 450 nm

0 10 20 0 40 50 60 70 80 90
Concentration pg/m|

5.00 Recommandations
Précision des lectures

{1 est recommandé de ne conserver que 2 chiffres aprés 1a virgule sur les lectures du spectrophotometre.

Dilutions

Tenir compte des proportions lors des dilutions. Par exemple. il est fortement suggéré de faire 2
dilutions sucessives (1ml dans 10 ml. puis 1 ml dans 100 ml pour une dilution finale de 1000X) qu’en
une seule étape (1 ml dans 1000 ml). Pour des volumes & mesurer inférieurs 4 100 pl, I'usage d’une
seringue plutdt que d'une micropipette est suggéré. L'important est de garder la méme procédure pour
toutes les analyses d'une méme expérience.

Influence du milieu d'analyse vs le milieu de calibration

Les éléments présents dans le milieu analysés pourraient influencer la mesure de concentration en
glucose. Dans le cas de l'analyse de phases aqueuses extraites a I'acétate d'éthyle (PE#P3C). une analyse
de variance a é1é effectuée pour évaluer l'influence du solvant résiduel (solubilité = 10%). Les mesures
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ont €té réalisées pour une concentration de 50 ug/ml en glucose (e milieu de la courbe de calibration). a
différents pourcentages en acétate d'éthyle (0%. 1%, 5% et 10%). 10% étant la concentration maximale
possible de solvant dans la phase aqueuse en raison de la solubilité. Pour chaque concentration, six
éprouvettes différentes furent analysées. Les lectures d'absorbance & 490 nm furent les suivantes en
fonction de la concentration en solvant (r.f. cahier de labo 28, pages 93-95):

0% solvant 1% solvant 5% salvant 10% solvant
0.83 0.8R6 0.78 0.84
0.89 0.81 0.87 0.86
0.93 0.84 0.94 0.81
0.84 0.88 0.88 0.82
0.84 0.86 0,90 0.0l
0.85 0.84 0.86 0.94

L'analyse de variance sur ces donndes ne permet pas de mettre en évidence toute influence de l'acéue
d'éthyle sur les mesure de glucose dans le milteu. Cependant, pour assurer les analyses, il est tout dv
méme suggéré de préparer des sofutions de calibration & 5% d'acétate d'éthyle, de méme que les
solutions nécessaires aux dilutions.

Contréle de la qualité

Les mesures suivantes permettent de vérifier la qualité des analyses:

e Une courbe de calibration doit étre tracée a chaque fois que ['on utilise te spectrophotométre.

e Un blanc (ot "échantillon est remplacé par de ['eau distiliée} doit toujours étre fait en début de
mesures (il pourra également étre repassé entre deux échantillons);

o [l est fortement recommandé de faire des triplicata. Si les résultlats sont satisfaisants (i.e. peu
de variation dans les mesures). effectuer au moins un duplicata a toutes les 10 ou 20 mesures

¢ Un contrdle ol l2 concentration en glucose est connue {mais qui ne provient pas des solutions
stokes). de préférence un milieu contenant les mémes éiéments que celui analysé (ie. pas
seulement de I'eau distillée et du glucose):

¢ Un ajout dosé. ou on ajoute une quantité connue de glucose & un échantillon qui est également
analysé: On pourra alors comparer les deux mesures et déterminer si on mesure bien la quantité
ajoutée;

6.00 Limites de Ia méthode

S'il y a trop de matiéres en suspension dans le milieu les lectures seront totalement instables. [l faut
alors filtrer les échantillons.

7.00 Références

Dubois. M.. Gilles. K.A.. Hamilton. Rebers. P.A.. and Smith. F.. Coloric Method for Determination of
Sugars and Related Substances. Analytical Chemistry. Volume 28, n°3. March 1936. pp350-336.

176



g PROTOCOLE EXPERIMENTAL
Protocole #: P3E Pages:
lopro Version: | Date Début:22-04-97
Date fin

Auteurs: Muriel Gueissaz-Teufel \
Approuvé par: Signatures:

Date: /[

[Titre: Quantification des sophoralipides (biosurfactants) par méthode indirecte: analyse du glucose dans la
phase organique
Mots clés: Biosurfactants, Candida bombicola ATCC 22214, phase organique, acétate d'éthyle, méthode
colorimétrique. phénol, hydrolyse..

1. OBJECTIF(S)

Les sophorolipides sont des biosurfactants produits par Candida bombicola ATCC 22214 (PE#P3B). Parmi les
méthodes de quantification des biosurfactants se trouve la méthode gravimétrique, aprés extraction du bouillon de
production et lavage 4 I'hexane de la phase organijue préalablement évaporée (PE#P3C).

11 est cependant possible d'évaluer la concentration en sophorolipides dans la phase organique, évitant les étapes
d'évaporation et de lavage a I'hexane. En effet, dans cette phase sont concentrés les sophorolipides. I'huile
végétale résiduelle du milieu de production et I'acétate d'éthyle ayant servi d'agent d’extraction.

L abfectif de l'expérience est de déterminer quantitativement. par le biais de I'hydrolyse des molécules dve
sophorolipides er d'informatiuns structurales. lu concentration en biosurfactants de type sophorolipides aprés une
extraction a l'acétate d'éthyle.

2. THEORIE

Lextrémité hydrophile des sophorolipides est un sophorose. Le sophorose est un disaccharide. forme de
deux monosaccharides ligs 'un a l'autre par une liaison glucosidique entre le carbone anomére de I'un ct
Fhydroxyle de l'autre (figure 1). L'hydrolyse des sophorolipides par un acide fort devrait donner. en
rompant les lien glucosides. deux unités de glucose (glucopyrannose) par molécule de sophorolipide. En
se basant sur 'analyse structurale des sophorolipides réalisée par Asmer et ses collaborateurs (1988). on
peut estimer une valeur moyenne de masse moléculaire pour le mélange de sophorolipides produit durant
la fermentation. Une valeur moyenne de 1.91 g de sophorolipides par gramme de glucose fut utilisée par
Desphande et Daniels (1995).
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Aprés extraction a l'acétate d'éthyle du bouillon de production, une analyse du glucose par
spectrophotométrie dans la phase organique permet de quantifier les sophorolipides : 'hypothése est faite
que le glucose présent dans cette phase est essentiellement associé aux biosurfactants, puisque le glucose
(hydrophile} présent dans le bouillon de production (non consommé) demeure dans la phase aqueuse. De
plus, comme la production de sophorolipides se chiffres en g/l dés les premiers jours de production. la
dilution des ¢chantillons sera sutfisamment grande pour que l'analyse suit toujours réalisée sur des
échantillons aqueux (avec au plus 10% de phase organique solubilisée). Cette démarche fut suivie par
Desphande et Daniels (1993) pour la quantification des sophorolipides. qui n'ont toutefois pas précise les
limites de la méthode. ni sa précision. Leur quantification éfait réalisée par l'essai a l'anthrone. mais cette
méthode est de précision limitée pour des sucres méthylés et des pentoses (Dubois er al.. 19361, La
méthode au phénol est efficace pour les polysaccharides (Dubois er al., 1956).

Sophorose

(¢)
R
|
O

C (CHa)s

Figure 1 : Structure d’un biosurfactants sophorolipide SL-I(tiré de
Asmer et ul.. 1988). Ac= groupe acétyle. Formule chimique =
C34H358014

3. MATERIELS ET METHODOLOGIE

Voir le protocole expérimental #P3D. Faire la courbe standard avec des solutions & 5% d'acétate d'éthyle.
Le standard wiilisé est le glucose (Desphande et Daniels. 1995). Diluer les échantillons avec de I'eau
distillée.

4. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Le tableau 1 illustre les résultats obtenus pour différents échantillons (r.f. cahier labo 65, page 69). L'errcur
moyenne sur les mesures (triplica) est de 4%.

Ces mémes résultats sont illustrés sous forme graphique, en comparant les données obtenues par
gravimétrie (figure2).
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Tableau 1: Concentration en sophorolipides estimée par spectrophotométrie (1.91g SL/g glucose:
coube standard: y = 0,0193x).

Absorbance Ecart-| Conc.SL (Conc.SL{g/l)

Echantillon|Dilution*| a b c | Moy. | type | (g/) |Gravimétrie
CBO6#1p1 10 0721076| 064 1 068 | 006 |1 3
CB06#1p3 250 065|062 | 060 [ 063 | 0,04 |15 14
CB06#1p4 250 1331126 | 1,39 | 1.36 | 0,04 |33 42
CBO6#1p8 500 049 | 050 045 | 0,48 | 0,03 |24 62
CBo6#1p12| 500 072 1073 072 { 0.72 | 0,00 {35 70
RQO2p0-a 10 080076 | 065 | 0,74 | 0,03 |1 3

RO2p4 250 071,068 069 | 069 | 0.01 17 54

RO2p6 500 0631056 057 | 059 | 0.04 |29 49

RO2p8 1000 038|036 033 | 036 | 0,04 |35 66

RO2p9% 500 092|089 | 091 | 0,91 | 0,01 |44 77
* :ml solution analysée/mt
bouillon
ex; 25ml analysés/iml extrait x 300mi

extraits/10m! échantillonnés

Notes:CB06 = milieu de production & base d'huile végétale vierge et glucose. non stérilisé, en
erlenmeyer de 1000 ml.

RO2 = milieu de production a base d'huile végétale usée et de mélasse non raffinée, non
stérilisé. en réacteur de 80 litres.

SL = sophorolipides
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Figure 2. Comparaison des méthodes de quantification des sophorolipides.

En comparant avec les données obtenues par gravimétrie. on observe de grands écarts entre les mesures.
particuliérement a partir de la moitié de la production (jour 4 et +). Les mesures par spectrophotométrie suivent
toutefois la tendance des mesures gravimétriques. Les explications peuvent étre nombreuses, étant donne la
complexité du mélange de sophorolipides produits (formes acétylées ou non), la différence entre les substrats
alimentés dans les deux productions et leur influence sur la structure des sophorolipides. Selon Asmer er of.
(1988), les formes non acétylées de sophorolipides (SL-6) sont formées en premier par les micro-organismes pour
ensuite évoluer vers la forme SL-1 (acérylée). Certe derniére, dans les conditions de production présentées, peut
former de 50% a 75% de la masse totale produite (Zhou et Kosaric, 1995). |l est dans ce cas probable que la

rupture des liens glucosidique et I'hydrolyse des molécules n'aient pas été complétes lors de la réaction avec les
formes acétylées.

La méthode de quantification au phénol devrait étre mise au point de fagon systématique. La méthode de
quantification a l'anthrone devrait également étre évaluée pour voir si elle s'applique mieux. Pour l'insiant. la
méthode colorimétrique au phénol de quantification des sophorolipides en phase organique ne devrait pas éire
employée seule : elle permer tout au plus de voir l'ordre de grandeur de la production.

5. REFERENCES

ASMER. H.-J.. LANG. S.. WAGNER. F.. et WRAY, V. (1988). “Microbial Production. Structure
Elucidation and Bioconversion of Sophorose Lipids.” JAOCS 65(9): 1460-1466.

DESPHANDE, M., et DANIELS, Lacy (1995). “Evaluation of Sopharolipids Biosurfactant Production by
Candida Bombicola Using Animal Fat.” Bioresource Technology 54: 143-150.

DUBOIS, M., GILLES, K.A., HAMILTON, REBERS. P.A., AND SMITH. F..1956. “Coloric Method for
Determination of Sugars and Related Substances”™. Analytical Chemistry 28(3): 350-356.

ZHOU, Q. H., et KOSARIC. N. (1995). “Utilization of Canola Oil and Lactose to Produce Biosurfactant with
Candida bombicola.” JAOCS 72(1): 67-71.
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1. OBJECTIF(S)

L objectif principal de I'expérience analytique est de confirmer la présence de sophorolipides dans le milieu
de cultivation de Candida bombicola ATCC 22214 (PE#P3B) extrait & l'acéiate d'éthyle (PEAP3C).
L’identification exhaustive des sophorolipides n"est pas visée, ni leur quantification ait 4 I'acétate d'éthyle.

2. MATERIELS
REACTIFS:

1. Solvant
& Chloroforme (CHCI3), grade HPLC, Fisher
& Méthanol (CH3OH). grade HPLC, dnachenmia
& Eau Accusolv, grade HPLC, Anachemia
Faire la solution de solvant suivante!.2.3:
65/1572 (CHCI3/CH3OH/H10)(v/v/v)

1 Le volume nécéssaire pour chaque développement dépend du volume de la chambre et de 1a hauteur de
solvant désirée. Pour la chambre Supelco disponible au laboratoire (voir sous « matériel ») et pour une
hauteur de solvant de un ¢m il faut disposer d'environ 150 ml de solvant pour chaque développement.

2 11 est important de toujours faire la méme procédure pour que les solutions soient toujours identiques.
Préférablement, faire la solution de solvant juste avant son utilisation, puisque le chloroforme tres valatil
i tendance i s’évaporer au-dessus du mélange de solvants et change les proportions..
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3 A cause des enthalpies de mélange, toujours mesurer les mélanges séparément puis les mélanger
ensembles ; le volume total ne sera pas nécéssairement la somme des volumes avant mélange, d'ou
I"importance de suivre la méme procédure i chaque fois.

o

. Réactifs a détection Al et A2
e a-Naphtol
e Méthanol
e Acide sulfurique
Al :- Préparer une solution de 0,5% a-naphtol dans 100 ml de méthanol-acide sulfurique {1:1):
50 ml acide sulfurique + 50 ml méthanot + 0.5 ml a-naphtol

A2 :- Solution d"acide sulfurique concentré (95%):

3. Réactif a détection B
e  D-Anisaldéhyde (98%, Aldrich Chemicals)
e  Acide sulfurique concentré (95-98%, Anachemia)
e  Acide acétique glacial (99,7%, Anachemia)
- Faire la solution en commencant avec 'acide acétique dans un bain de glace;
- Ajouter doucement I’ acide sulfurique concentré ;
- Ajouter {’anysaldéhyde.

Une fois que la solution est froide, la retirer du bain.

4. Standards internes
e  Cholestérol (5-Cholesten-3(-ol) (99*%., Sigma) : | mg/10 ml d’acétate d’éthyle ;

e Cholestéryl acétate (3B-Acetoxy-S-cholestene; S5-Cholesten-3B-ol) (Co9H4802) (Sigmay:
1mg/10ml d’acétate d’éthyle.

MATERIEL:

e Micropipettes capillaires (1ul) (Drummond)

e Plaques 8 CCM 20 cm x 20 cm x imm Kiesegel 60F254 (Merck, Darmstadt, Allemagne)
o Chambre & développement Aldrich 27,5 cm x 27,5 cm x 7,5 cm (avec créte)

o Pulvérisateur 3 CCM Supelco

o Régle

e Crayon a mine de plomb grasse
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3. METHODOLOGIE

, SARREAL ET

LUNETTES=DLES REACTIFS NE SONT PAS U'SER FRIENDLY ...

1. Développement

Mettre lem de hauteur de solvang dans la chambre 3 développement (150 ml, cylindre gradué de 250 ml)
et fermer la chambre avec la plaque en verre pour saturer I"atmospére de la chambre en solvant ;

Découper la plaque si nécessaire ;
Avec un crayon a mine, faire fes lignes suivantes sur la plaque 8 CCM (4 partir de la base): 2 em. |4 cm :
Avec un crayon i mine, faire des points sur la ligne de 2 ¢cm, 3 2 cm de distance chacuns (voir figure 1) ;

Avec une micropipette, prendre un échantillon_de 1 ul du standard interne. Appliquer par petits coups

au niveau de la marque de 2 cm (sur un point) en touchant légérement la plaque avec le bout de Ia
micropipette. Laisser le conteny se vider par capillarité, sans presser. On peut souffler légérement sur la
plaque au moment de I"application pour limiter la diffusion du spor. Plus le spat est petit, mieux sera la
séparation. Répéter S fois (pour appliquer 3 ul ). Jeter la micropipette.

Répéter pour les autres échantillons a analyser en distribuant les spots également sur la plaque :

Rapidement, mais avec précautions, entrouvrir la chambre de développement. A I'aide de pinces, v
déposer la plague, légérement inclinée, LA FACE RECOUVERTE D'ALUMINIUM VERS LE BAS (s"assurer que la
ligne de solvant ne touche pas les spots) et refermer immeédiatement.

Suivre antentivement ’avancée du front de solvant sur la plaque. Lorsqu’il atteint_la_marque de 14 cm
(environs une heure) retirer immédiatement la plaque (et marquer I"arrét réel du front) et la laisser sécher a
I'air,

20cem

[4cm —y——

Standard interne Echantitlon

“a

2em 7r—- PRSP - SV P - NP~ Sy’ VY SR, MO " S———"

lem -6— Ij

Figure 1: disposition des échantillons sur ta plaque (« spots »).
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2. Visualisation
REACTIFSAI ETA2:

o Avec le vaporisateur, diriger le premier jet de réactif Al (a-naphtol) a cdté de la plaque. Quand le jet
semble uniforme, vaporiser de haut en bas la plaque, jusqu'a ce qu’elle devienne translucide.

e Sécher la plaque & |'air.
& Avec le vaparisateur, vaporiser le réactif A2 (H2SO4 concentré) de la méme maniére que le A1,
o Chauffer la plaque 2 120°C dans un four sous une hotte jusqu'a ce que la coloration soit maximale.

¢ Marquer immeédiatement les spots (faire le tour avec un crayon mine)

REACTIFB:

o Vaporiser le premier jet de réactif B (anisaldéhyde} & coté de la plaque. Quand le jet semble uniforme,
vaporiser de haut en bas la plaque, jusqu'a ce qu'elle devienne translucide.

¢ Chauffer fa plaque a 90°C - 120°C, dans un four sous une hotte, en tenant la plaque 4 CCM avec des
pinces, durant I-15 minutes. Des spots colorés apparaitront.

e Marguer immédiatement les spots (faire le tour avec un crayon mine), placer la plaque dans une chemise
en plastique et faire une photocopie.

Rincer le vaporisateur avec le solvant (CHC!3/CH30H/H20) aprés chaque usage.

3. Calcul des R¢ et Ry

Les positions des différentes zones séparées sur la plaque chromatographique sont décrites par les valeurs Rfet Ry

de chaque substance. Pour chaque spot (soluté) révélé sur la ligne de migration d'un échantilion initialement
déposé, on calcule :

par rapport au solvant :

(Re); = Distance parcourue par le soluté « i »

Distance parcourue par le front de solvant

par rapport au standard interne :

(Ryj = Distance parcourue par le soluté « i »
i =

Distance parcourue par le standard X
NOTES

e L'iode n’est pas suggéré comme réactif & détection parce qu'il ne permet fait pas apparaitre les
glycolipides distinctement.

o Les Ry sont plus reproductibles que les Ry.

o Les plaques 3 CCM révélées peuvent étre photocopiées et conservées avec une pellicule de plastique fine.
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Toutefois, si une publication est envisagée, une photo serait nécessaire.
® Les valeurs des Rfdes sophorolipides devraient varier de 0.08 2 0.65 (Asmer et al., Davila ef al.).
o Tout le matériel doit étre ringés trois fois a |"eau distillée (grade HPLC), au méthanoi et au chloroforme.

o Le développement de la chambre (avancée du front de solvant) prend environs_ une heure,

4. REFERENCES

DAVILA, A. M., MARCHAL, R., MONIN, N. AND VANDECASTEELE, J.P. (1993). “Identification
and Determination of Individual Sophorolipids inFermentation Products by Gradient Elution
High-Performance Liquid Chromatography with Evaporative Light-Scattering Detection.”
Journal of Chromatography 648(1993): 139-149.

DESPHANDE, M., and DANIELS, Lacy (1995). “Evaluation of Sophorolipids Biosurfactant
Production by Candida Bombicola Using Animal Fat.” Bioresource Technology 54: 143-150.

FRIED, B. A. S., JOSEPH. Lipids (chapter 21, HAndbook of TLC, 2nd edition). Handbook of

Thin-Layer Chromatography: Second Edition, Revised and Expanded. J. S. a. B. Fried, Marcel
Dekker Inc.: 683-714.

FRIED, B. A. S., JOSEPH. (1994). Thin-Layer Chromatography: _techniques and applications,
Marcel Dekker Inc.
PAVIA, D. M., LAMPMAN, G.M. KRIZ, G.S. (1988). Thin-Layer Chromatography (technique

11). Introduction to Organic Laboratory Technigues: Third Edition. Washington, Saunders
College: 615-629.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

®  Le réactif a I'anisaldéhyde(réactif B) s'est révélé plus approprié et plus simpie d'application que les réactif
Alet A2

e Le spot du cholestérol n'apparait pas : il est trop polaire et semble entrainé avec le front de solvant. Le
17a-bydroxyprogestérone, le 11a-hydroxyprogestérone, de la cortisone et de la galactocérébroside

ont par la suite été employés et n‘ont pas non plus été de polarités adéquates pour la plaque et le solvant.
Aucun autre standard n'a €té utilisé par [a suite.

® Une photocopie de chromatographie est jointe au document. Les marques laissées permettent de faire
Thypothése que des sophoralipides ont été produits durant la fermentation (pour étre certains de leur
identité, il faudrait faire des analyses au HPLC). On remarque leplus gros spot qui identifie normalement
les sophorolipides lactones SL-1. Les valeurs de Ry sont un peu plus élevées que les valeurs publides
dans la linérature (de I'ordre du diziéme). Ces écarts peuvent éwre attibuables aux produits chimiques.
aux équipements ou aux manipulations qui différent d'un individu a l'autre. Mais le fait que les spots
soient révélés dans cette plage, pour ce mélange de solvant et cette plaque de polarités spécifiques
augmente fortement [es probabilités que ce soient des sophorolipides. D'autant plus qu'ils sont produits
durant la fermentation de la levure productrice (seul le spots de I'huile végétale apparait au jour 0). Surla
foi de ces analyses, il est conclu qu'il s'agit bien de sophorolipides.
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1. OBJECTIF(S)

L'objectif est de mesurer la tension de surface d'une solution donnée, ainsi que de déterminer la concentration
micellaire critique d'un agent tensioactif.

2. MATERIELS

- Tensiométre Fisher Scientific Ltd, modéle 21 Tensiomat semi-automatique;
- Coupoles en pyrex de 80mm X 40 mm, #3140;

- Anneau de platine;

- Eaudistillée, éthanol;

3. METHODOLOGIE

- Calibrer 'appareil en suivant les indications du manuel d'instruction, rangé avec le tensiométre (mettre
un poids de 600mg sur un papier parafinne posé sur anncau de platine, ajuster le cadran pour que la

tension soit d'environs 49,4 dynes/cm. Ajuster si nécessaire en allongeant ou raccourcissant le bras du
haut de la potence) ;

- Rincer l'anneau de platine et les coupoles en pyrex a I'éthanol, puis a I'eau distillée;
- Mettre 50ml d'eau distillée dans une coupole et la déposer sur |e plateau du tensiométre;

- Mettre en place I'anneau de platine et libérer la potence;

- Lorsque I'anneau est stable, remonter le plateau soutenant la coupole (avec la manivelle a la droite de
l'appareil) et amener doucement la coupole de fagon a ce que la surface du liquide touche I'anneau de
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platine (figure 1). Ajuster l'aiguille du miroir an bout de la potence, de fagon 4 ce que sa réflexion
concorde avec le repére tracé sur le miroir.

.

L Potence

Anneau de platine

coupole

Plateau

Figure 1. Mesure de la tension de surface

Mettre I'appareil en marche, en relevant le bouton de mise en marche (en face de I'appareil). L'appareil
applique une tension sur 'anneau jusqu'a ce qu'il se détache de la surface du liquide. Lorsque l'anneau
se décroche de la surface, prendre |a mesure de la tension de surface, au dixiéme prés, sur le cadran en
face de I'appareil. Remettre le cadran d zéro ;

Répéter la mesure, en rincant ['anneau a I'éthanol et a l'eau distillée, jusqu'a ce qu'au moins trois mesures
de tension de surface soient similaires. La mesure théorique de la tension de surface de I'eau distillée

devrait étre de 72 dynes/cm, néanmains, les mesures avec I'appareil disponible au laboratoire sont de
I'ordre de 76 dynes/cm & 78 dynes/cm ;

Suivre {a méme procédure pour S50m! d'une solution de concentration ou de dilution connue en agent
tensioactif’

Tracer la courbe de la tension de surface en fonction de Ia concentration ou de la dilution et déterminer
la concentration micellaire critique (CMC) (voir figure 2) ou la dilution miceflaire critique (CMDY).

CMC

Tension de surface

Concentration en surfactants

Figure 2. Caoncentration micellaite critique

Ficner P3G

s a ot 129 A 6L

187



Page 3

4. REFERENCES
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5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

- 1l est recommandé d'utiliser de fa verrerie jaugée pour faire les dilutions des échantillons :

L'éthanol peut étre remplacé par de I'acétone, mais il faut toujours terminer par un rincage a l'ean
distillée;

- La présence de deux phases ou d'impuretés dans la solution engendre d'importantes interférences. de
méme que la présence de mousse.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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1. OBIECTIF(S)

L'abjectif est de vérifier si la production de biosurfactants par la levure C.bombicola est possible a partir de
rejets industriels et dans un milieu non stérilisé avant inoculation. 1l s'agit de vérifier s'il y a eu croissance de
microorganismes opportunistes autres que la levure durant la production. La vérification se fait par [e biais
de décomptes sélectifs sur géloses nutritives en début et en fin de praduction.

2. MATERIELS

Géloses YM (voir protocole PIA), minimum douze (pour couvrir au moins 4 log);

Gélases NG, minimum douze (pour couvrir au moins 4 log) :

- Nutrient Broth Difco ............ 0.8%
- Extraitdelevure.................. 0.1%
- Glucose ....coviriiiiniiiene, 1,0%
< ABBI s 1,2%

- Mini éprouvettes 3 microbiologie stériles (autoclavées);
- Micropipette et embouts stériles (autoclavés);

- "Tourne-disque" pour étalement sur pétris;

- Pipettes en verre pliées pour étalement;

- Ethanol pour désinfecter;

- Eau saline stérile.

Fichier 73X mu 8 jout e OR0B9T
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3. METHODOLOGIE

Travailler sous la hotte stérile. Pour vérifier la pureté du milieu. des décomptes sont réalisés sur des géloses
favorisant la croissance de levures (YM) et des géloses favorisant la croissance des hétérotrophes (NG).

I. Prélever un échantillon homogéne du milieu & analyser (bouillon) i l'aide d'une pipette stérile;

154

Transférer le contenu dans une mini éprouvette, sous la hatte stérile;

Mettre 900 pi d’eau saline dans 7 mini épouvettes ( 10-1 a 107y,

4 W

Dans la premiére éprouvette, ajouter 100 ul du bouillon et agiter avec la micropipette (pipetter et rejeter
successivement le contenu). it s'agit de la dilution 10-1;

5. Prendre 100 ui de la dilution ~1 et I'ajouter & la prochaine mini éprouvernte contenant 900 u! d'eau saline.
Agiter avec un nouvel embout stérile,

6. Répéter les élapes 4 et S jusqu'd la dilution -7;

7. Pour chaque dilution, prélever 100 pl et V'étaler sur une gélose YM a l'aide de la pipette pliée et du tourne-
disque. Rincer la pipette a ['éthanol entre chaque opération et la passer au brileur. La laisser refroidir

avant de faire un autre étalement (on peut aussi travailler avec plusieurs pipettes: pendant qu'une refroidit.
on utilise une autre);

8. Faire 3 étalements pour chaque dilution. Répéter la procédure et faire des étalements sur 3 géloses NG.
Les dilutions obtenues vont de 10-2 4 10-8;

9.  Sceller les géloses identifiées avec de la parafTine et les incuber a 30°C.

10. Suivre la croissance (normalement 2 ou 3 jours) et faire les décomptes. Ne compter que les pétris
contenant entre 30 ct 300 colonies. Calculer les unités formant les colonies (UFC).

11, Observer au microscope les colonies, afin de différencier les bactéries des levures ou les ¢olonies entre
elles.

4. REFERENCES

VANDEMARK, P. J., et BATZING, B.L. (1987). The_microbes : an_introduction to their nature and
importance. Menlo Park, CA.

5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Des décamptes furent réalisés sur un milieu de production a base de mélasse non raffinée et d'huile végétale usée.
Ce milieu fut employé pour une production de 80 litres de sofution de biosurfactants sous conditions non stériles.
Les résultats obtenus n'ont révélé aucune croissance de bactéries dans le milieu, cependant deux autres levures ont
crG en paralléle de C. bombicola. Les décomptes exécutés au temps 0 de production (avant inoculation avec C.
bombicola) ont montré la présence d'unc seule de ces levures étrangéres (2 log). Au bout de 10 jours de
fermentation, C. bombicola a crii de 9 log, et la premiére levure étrangére de 6 log. La seconde levure étrangére a

augmenté sa concentration de 7 log. Ces levures croissent plus rapidement (2 jours) sur géloses que C. bombicola
(3 jours).

Pour trouver l'origine de la contamination, des décomptes ont été réalisés sur les substrats utilisés et sur de {'extrait
de levure. Ces composés ont d'abord été incubés en milieu liquide pour favariser la croissance des
microorganismes afin qu'ils soient en assez grande concentration pour ies déceler sur géloses. 20 ml de milicu
YM stérile liquide fut préparé et mis dans un erienmeyer de 125 ml stérile pour chaque substrat. 1% (p/v) de
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substrat servit d'inoculum et ces préparations furent incubées 4 30°C, 150 rpm jusqu'a apparence trouble au sept

jours maximum. Ensuite 100 pl de chacune de ces cultures furent étalées sur des gélose YM et NG et incubdes a
30°C.

Les résultats n'ont montré aucune croissance de microarganismes a partir de I'huile usée et de l'extrait de levure.

Par contre, deux types de levures, croisssant sur les milieux NG et YM provenaient de I'étalement de mélasse non
raffinée.

6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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;‘ PROTOCOLE EXPERIMENTAL
Protocole #: P31 Pages:
lopro Version: | Date Début
Date fin
Auteurs: Murie! Gueissaz-Teufel
Approuvé par: Signatures:
Date: / /
Titre:Lavages de sol en mode cuvée
Mots clés: Lavage, sol, biosurfactants, agitation .température, TPH
1. OBJECTIF(S)
Evaluer la faisabilité du lavage de sol avec des solutions de biosurfactants (PE#P3B) et étudier l'effet de la
température de lavage et de la concentration en biosurfactants sur I'efficacité d’enlevement. Comparer les
résultats avec des lavages réalisés avec le Witconol SN-70, sous ses meilleures conditions expérimentales
déterminées lors de I'exécution du protocole P1A.
2. MATERIELS

- Appareil & 4 postes d'agitation (Phipps & Bird. modéle 7790-100),
- Bain thermostaté;
- 4 béchers en pyrex de 600 mi;
- Witconal SN-70 (0,5%v/v):
- Solution de biosurfactants produits par Candida bombicola ATCC22214 (protocole P3B);
- Sol contaminé tamisé & 1 mm et contaminé a 13 400 mg/kg en C)9-Cspt:
- C10-C)9: 3400 mg/kg
- C20-Ca9: 5000 mg/kg
- C30-C39: 3400 mg/kg
- C40-Cs0 : 1600 mg/kg
I Provenance: site de raffinerie, contamination originale.
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3. METHODOLOGIE
RAPPELS

Les conditions de base des lavages découlent des résultats obtenus lors de Fexécution du PE#PIA (autre
projet) ot les conditions expérimentales de lavage étaient évaluées pour différents surfactants synthétiques.
Les conditions étudides étaient 1a température de lavage, la vitesse d'agitation, le pourcentage de sol dans la
solution, le pourcentage de surfactant synthétique et I'aération.

Les résultats ont montré que le Witcanal SN-70 éuait le meilleur surfactant synthétique (entre le Witconol.
I'Aquaquick et le SDS) pour ce type de contamination. lis ont également montré une température optimale de
lavage & 50°C (par rapport 4 21°C et 90°C) et que ['augmentation de I'agitation de 100 rpm & 300 rpm n'avair
pas d'effet significatif. Un faible pourcentage de sol (15% p/v) est plus efficace. Dans un autre projet (r.f.
PFE K. Lussier), il fut déterminé que quatre cycles de lavage entrecoupés de 24 heures de décantation étaient
plus efficaces que s'ils étaient combinés  des étapes de ringage.

METHOBOLOGIE

1. Chauffer le bain termostaté 4 S0°C et v placer les solutions qui serviront au lavage, afin qu'elles soient a
la méme température;

B

Mettre 3 x 22 g de sol sec dans trois béchers de 600 ml;

Ajouter 125 mi de solution de lavage dans chaque bécher;

Placer les béchers dans le bain thermostaté, de fagon & ce qu'ils ne bougent pas avec I'agitateur;
Ajuster l'agitateur presqu'au fond du bécher;

Agiter vigoureusement durant 10 secondes (200-300 rpm) pour initier un bon mélange;

Ajuster la vitesse des agitateurs 3 150 rpm et agiter les suspensions de sol durant 30 minutes;

® N o oW

Laisser décanter le sol lavé durant 24 heures et soutirer la solution de lavage & l'aide d'une pipette
(mesurer le volume retiré);

9. Répéter les étapes 3 4 8, en ajoutant le méme volume de solution de favage que le volume retiré i I'étape
8),

10. Aprés le quatriéme cycle, retirer la solution lavante avec une pipette, bien mélanger le sol lavé et le
dépaser dans un pot pour analyse des Cyg-C50:

4. REFERENCES

LEGROS, R.. PANNETON. C., ROBERGE, F. et SAMSON, R. (1995). Projet sur le lavage des sols

contaminés aux hydrocarbures et aux métaux. Montréal (Québec), Centre de développement
technologique. Ecole Polytechnique de Montréal.

SELVAKUMAR, A., MAJ.. RAY, A. et BORST, M. (1995). “How to Choose the Right Surfactant.
Screen Various Products to Find the Best Solution.” Soils(Mars): 32-36.
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5. RESULTATS ET RECOMMANDATIONS

Des essais de lavages ont été complétés a partir de la solution de biosurfactants provenant du 9ieme jour de
production de {'expérience R02. Les essais, réalisés en triplicata, comparent les effets liés a la concentration en
biosurfactants et i la température de lavage.

L.a matrice des essais de lavages avec les solutions de surfactants figure au tableau 1, en fonction de la température
de la solution de lavage. Les concentrations rédiduelles totales en C)(-C35q dans le sol lavé sont données pour
chaque essai (moyenne de triplica). Des analyses de Cjo-C3q sur Phuile végétale utilisée pour la production de
biosurfactants (qui n'est pas entierement consommée et demeure présente dans les solutions de lavage brutes) ont
montré qu'elle est formée de composés de polarité sembiable aux Cg-Cs50. En effet, des concentrations allant de
27 000 pg/ml & 52 000 pg/ml de Cjg-C50 ont été détectées dans deux différentes huiles végétales. Avec de
protocole d'analyse actuel (GC-FID, laboratoire externe), il n'y a donc pas de distinction entre ies hydrocarbures
pétroliers et les composés non-polaires de 'huile végétale. Comme Fhuile végétale peut aussi s'adsorber sur les
particules de sol, il est possible que les fortes concentrations détectées. notamment pour les lavages  50°C, soient
dues a V'huile végérale dans le sol.

Tableau 1: matrice des essais de lavage avec biosurfactants et résultats.

% soln de surfactants! (viv) 2I1°C 50°C
Conc. dans le sol lavé Conc. dans le sol lavé
(mgC19-Csp/kg sec) (mgC19-Csp/kg sec)
0 . 12433 £ 1474
0,5 WITCO SN-70 1 757 £203 2010 £327
15 13375 £ 856 19590 = 417
40 1 440 £ 405 11527 £4700
70 1587 £ 496 12155 £ 9709
100 1420 = 365 14 955 + 6809

!Si non speécifié autrement, les solutions de surfactants sont des solutions de sophorolipides
produites en réacteur de 80 litres, a partir de glucose et d'huile végétale. La concentration de
la solution est de 70 g/l de sophorolipides et 45 g/l dhuile végétale (4,5% p/v) non
consommée par les microorganismes.

La figure | présente des résultats de lavage d 50°C 2 diverses concentrations de biosurfactants. Les C10-CS0 ont
été fractionnés en 4 plages pour les analyses. Durant ces essais de lavage, le mélange de la solution de
biosurfactants et du sol formait un complexe ("giteau™) et le sol avait quasi triplé de volume. 11 fut donc décidé en
cours de route de rincer, & la derniére étape du lavage (4€cycle), le sol avec de I'eau. Au contact de I'eau. la
matrice se dénaturait et le sol retrouvait ses propriétés initiales (sablonneux). Les résidus étaient alors facilement
récupérés sous forme de flocons (une étape qui serait réalisée, au niveau industriel, par le biais d'une unité de
flottation). Par contre, on observe que les échantillons rincé a ['eau ont été presque entiérement lavés des
hydrocarbures fourds, se situant méme au voisinnage du critére A du MEF (100 mg/kg). En absence de rincage. le
lavage avec les biosurfactants n'est pas efficace. et I'on voit que des C}g-C50 sont apportés par I'huile végétale.
notamment en comparant les concentrations en C40-Csq dans [e sol initial et dans le soi lavé.

Futver #2 mas & pout Je 090598
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Suivant ces observations, on suppose que la solution de biosurfactants telle que produite, chauffée 4 50°C et
utilisée pour ce sol. n’est pas thermostable. Dans d'autres essais (résultats non présentés), ou les biosurfactants
éuient produits a partir d'huile végétale pure et de dextrose, le phénoméne de "giteau” n'a pas eu lieu. Les
biosurfactants semblent donc, comme les surfactants synthétiques, relativement spécifiques.

Lavages a 50°C avec la solution de biosurfactants

Concentration en C10-C50 dansle s
(mg/kg)

Solintial H20  Wico 11gISL 1191 30gISL 52g7SL 529! 74ghSL 74gh

(nince) (rince) (incé)

Figure 1.

Les mémes essais de lavages ont été répétés a 21°C (température ambiante). A cette température. la
solution de lavage et le sol ne réagissent pas pour former un gateau, il n'y a pas formation de lourde
matrice. Un rincage a été effectué pour voir son influence. On voit que toute augmentation de la
concentration en biosurfactants au-dela de 30 g/1 n’augmente pas la désorption des hydrocarbures (figure

2). Les résultats obtenus montrent clairement que les solutions de lavage sont efficaces dans ces
conditions.
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Lavages a 21°C avec la solution de biosurfactants
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Figure 2.

Lors d’essais de lavage avec témoin, I"huile végétale sest montrée comme un excellent solvant lourd pour
la désorption des hydrocarbures lourds adsorbés sur le sol. Des essais supplémentaires de lavage ont éé
réalisés 4 diverses concentrations d'huile végétale usée (figure 3) 3 50°C. Les résultats permettent
d’évaluer la contribution de I'huile végétale dans I'enlévement des hydrocarbures lourds, pour une

solution brute de biosurfactants donnée. Quelques lavages 4 21°C ont montré que la désorption est moins
importante qu'a 50°C.

Concentration résiduelle dans le sol aprés lavage a

14000 - I'huile végétale
S 12000
S 10000
E so00 .
g, 6000 -
S.". 4000 .
o 2000
0 I ——
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentration en huile végétale usée dans la solution de
lavage (%ph)
Figure 3
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6. ANNEXES: MODIFICATIONS
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METHODE D'ANALYSE

DES MILIEUX ENVIRONNEMENTAUX

SOLS - DOSAGE DES HYDROCARBURES PETROLIERS {C,; A Cy,)

PRELIMINAIRE -

Ministére de PEnvironnement et de la Faune du Québec

N° Date d’émission Date de révision
410 - HYD. 1.0 1995-08-14 o——
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AVIS

Du fait de la nouveauté de la méthode et dans le but de vérifier son applicabilité et sa
fiabilité, 1a Direction des laboratoires du ministére de I’'Environnement et de la Faune du
Québec demande aux utilisateurs et utilisatrices de |a présente méthode d'exercer un
esprit critique en ce qui a trait A tous les aspects qui les intéressent. Vous étes priés de
nous faire part, d‘icile 15 décembre 1995, de tous commentaires et toutes suggestions
susceptibles d’améliorer ou de modifier ia présente méthode.

S.V.P. faire parvenir vos commentaires 3 I’attention de monsieur Germain Tremblay 3
I’adresse suivante:

Ministare de I’Environnement et de la Faune du Québec
Direction des laboratoires

850, boulevard Vanier

Saint-Vincent-de-Paul (Québec) B7C 2M7

Téléphone: 1-514-664-1750

Télécopieur: 1-514-661-8512
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NTRODUCTION

Les hydrocarbures sont des composés organiques & base de carbone et
d'hydrogéne provenant de la distillation du pétrole. Ils peuvent étre lindaires

(paraffines), ramifiés (iso-paraffines), cycliques (naphténes), aromatiques ou oléfiniques
{contenant un ou plusieurs liens doubles).

Les produits pétraliers sont des mélanges complexes qui peuvent contenir des
centaines d'hydrocarbures différents, tous, dans des concentrations variables et dont
plusieurs sont non identifiés. Par exemple, la composition de l'essence fraiche varie
selon l'origine du pétrole brut de départ, le procédé de fabrication ou ie grade et peut
contenir plusieurs centaines de produits différents allant du propane aux composés
aromatiques ayant dix carbones de méme que certains additifs. Bien que les produits
pétroliers contiennent des traces de compasés polaires tels les mercaptans, les alcoals,

les phénols, les indoles, les pyrroles, etc, les produits pétroliers sont constituéds
majoritairement d'hydrocarbures non polaires.

Les produits pétroliers sont utilisés généralement comme carburant, lubrifiant ou
diluant.

Lorsque rejeté dans I'environnement, les constituants du produit pétrolier sont
altérés via des mécanismes de biodégradation, d’évaporation. de lixiviation... et
présentent, a |'analyse, des patrons chromatographiques tout 2 fait différents de ceux

des mélanges frais puisque les cdmposés observés aprés la dégradation correspondent
aux fractions les plus persistantes du mélange original.

1. DOMAINE D’APPLICATION

Cette méthode s’applique au dosage des hydrocarbures dans les sols contaminés
avec des produits pétroliers.

Le domaine de linéarité du dosage su GC-FID se situe entré O et & mosmL
d'hydrocarbures pour la solution-étalon.
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2. PRINCIPE ET THEORIE

L'échantillon solide est d’abord déshydraté avec du sulfate de magnésium
anhydre puis extrait avec de I’'hexane a I'aide d"un bain & ultrason. Par la suite, du gel
de silice est ajouté a I'extrait afin d'adsorber la presque totalité des substances polaires

puis le surnageant est analysé par chromatographie en phase gazeuse couplée 3 un
détecteur 3 ionisation de flamme (GC-FID).

La concentration des hydrocarbures présents dans I’échantillon est déterminée
en comparant 1a surface totale de I’ensemble des pics résolus et non résclus se situant
entre n-C,, et n-Cyo avec la courbe d‘étalonnage établie dans les mémes conditions.

3.  ElABILITE

Pour la définition des termes suivants, se référer au document vocabulaire.

3.1 INTERFERENCE

Tout composé, autre que les hydrocarbures, solubles dans I’hexane et répondant

au détecteur a ionisation de flamme peut entrainer une surestimation de la
concentration des hydrocarbures.

Les résidus lourds du pétrole peuvent contenir une portion non soluble dans
I’hexane. .
3.2 \UMITE DE DETEGCTION

La limite de détection 100 mg/kg d'hydrocarbures pétroliers C,o 3 Cq.

3.3 UMITE OE QUANTIFICAHON

La limite de quantification est de 300 mg/kg d‘hydrocarbures pétroliers C,, a Cso.
3.4 SENSIBILITE

Un microlitre d’une solution-étalon de 1 mg/mL montre une surface d‘environ
8 000 000.

Ministére de I'Environnement et de ia Faune du Québec

Ne Date d’émission Date de révision

Page
410 - HYD. 1.0 1995-09-14

eoe

4 de 12

203



204

3.5 IDEVIT
3.5.1 Réphcapilité

La réplicabilité d’une série de mesures (N, = 14) est de = 20 mg/kg & une
concentration de 800 mg/kg et de (N, =

= 12) £ 30 mg/kg 3 une concentration
de 2 560 mg/kg en hydrocarbures pétroliers C,, 3 Cqq

3.5.2 Répétabilité

Aucune donnée statistique n‘est disponible.

3.5.3 Reor ibili

Aucune donnée statistique n’est disponible.

3.6, JUSTESSE

La jutesse ne peut &tre déterminée puisqu'il n’existe pas de matériel de référence
pour la teneur en hydrocarbures pétroliers C,, 3 Cso dans les sols.

3.7 RECUPERATION

Aucune donnée statistique n’est disponible.

4. PRELEVEMENT ET CONSERVATION

Prélever un minimum de 100 grammes d‘échantillon représentatif dans un
contenant de verre exempt de contaminant.

Conserver !’ éci'lantillon a environ 4°C si ’analyse est effectuée ep moins de sent
(7) iours: sinon conserver I'échantiilon 3 -20°C. Le délai de conservation entre le
prélevement et l‘analyse ne doit pas excéder 6 mois.

5. APPAREILLAGE *

51 - Une balance dont 1a sensibilité est de 0,01 g.
5.2 - " Un bain a ultrason dont la puissance est d'environ 350 watts.
53 - Un agitateur 3 cuibutagq (100 rotation§ 3 1a minute).
5.4 - Un systéme d’évaporation sous jet d'azote avec aiguilles (optionnel).
Ministére de I’‘Environnement et de la Faune du Québec
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5.5 - Un chromatographe en phase gazeuse muni d’un injecteur "on column”
afin d'éliminer I"effet de discrimination de masse et fonctionnant avec un
débit constant tout le long de la programmation de température (la débit
a 35°C doit 8tre le m&me qu’a 300°C). Le chromatographe est couplé
3 un détecteur 3 ionisation de flamme.

5.6 - Un injecteur automatique.

5.7 - Une colonne chromatographique capillaire de type SPB-1 d’une longueur
de 15 m, d'un diamétre interne de 0,53 mm dont Ia phase est d'une
épaisseur de 0,15 ym munie d’une pré-colonne de 0,5 m et de diamatre
interne de 0,53 mm.

58 - Un systéme informatisé de traitement de données.

5.9 - Une imprimante.

5.1'0 - Bouteilles de 40 mL claires en verre de borosilicate type 1, classe A avec
septa de silicone TFE 22 mm et bouchons appropriés.

511 - Distributeur automatique de 50 mL gradué a 1 mL.

6. REACTIFS ET ETALONS

Les réactifs commerciaux utilisés sont de qualité A.C.S., 3 moins d'indication
contraire.

6.1 - Hexane de qualitd Dmnigalv distillé dans le verre, approprié pour la
spectrophotométrie el 1@ chromatographie, vérifié pour |'‘absence
d’hydrocarbures entre n-C,, et n-C,.

6.2 - n-Décane (n-C,,)

6.3 - n-Pentacontane (n-C,,)

6.4 - Sulfate de magnésium, MgSO,. ~
Traiter le sulfate de magnésium en le chauffart-& 650°C penuant une nuit;
laisser refroidir au dessiccateur & la température de fu piéce et mettre

" dans un contenant en verre fermé.
Ministére de I’Environnement et de la Faune du Québec
N° Date d’émission Date de révision Page
410 - HYD. 1.0 1995-09-14 - 6 de 12

205



6.5

6.6

6.7

€.8

- Gel de silice (60-200 maesh), Si0,, grade 62.

Traiter le gel de silice en le chauffant 4 110°C pendant une nuit: laisser

refroidir au dessiccateur 3 la température de la pidce et mettre dans un
contenant en verre fermé.

Solution pour déterminer la fendtre de dosage (n-C,, et n-Cy,).

Dissoudre 1,5 mg de n-C,, dans environ 70 mL d’hexane, immerger cette
solution dans un bécher d’eau chaude et placer dans le bain 3 ultrason

pendant 20 minutes. Ajouter 2,0 pl de n-C,, et compléter & 100 mL avec
de 'hexane.

. Solution-étalon 5 mg/mL

Utiliser la solution de diesel aitdre 3 50% (Diesel fuel # 2) 3 une
concentration de 5000 pg/mL de la compagnie Restek.

- Solution d’étalonnage

A partir de 1a solution-étalon mére de diesel (6.7), préparer une série de

solutions-étalons avec de l'hexane; les concentrations suggérées sont
1,0,0.1 et 0,02 mg/mL. ’

PROTOCOLE ANALYTIQUE

PREPARATION DE LA VERRERIE

La décontamination préalable, a I'hexane, du matériel utilisé est indispensable.

EXTRACTION DES HYDROCARBURES

Homogénéiser et triturer tout I’échantillon a I’aide d’une spatule ou cuillére dans
un contenant approprié. Eliminer le matériel (rache, bois...) dont les dimensions
sont supérieures & environ 5 mm. |l est recommandé d‘utiliser du matériel

jetable. Si I'analyse des composés volatils est demandée, prélever un sous-
échantillon avant de procéder 3 cette étape d’homogénéisation.

Dans une bouteille de 40 mL, pesér. 3 0,01 g prég; S arammes &'échantillon et
noter le poids.

Ajouter 2,5-grammas de sulfate de magnésium (MgS0,) anhydre préalablement
traité.
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Triturer avec une tige de verre jusqu‘a I’'obtention d'une fine poua,’2-

Ajouter, au distributeur automatique, 20 mL d'hexane.

Mettre au bain 3 ultrason pendanf 10 minutss en s’assurant gue fe niveau d’eau

dans le bain soit égal ou supérfeur au niveau d'hexane dans les bouteilles
d'extraction.

Ajouter 1,5 gramsnes de gel de silice directement dans a bouteille contenant
I'extrait.

Brasser 10 minutes au moyen de {"aqitateur 3 culbutage.

Avec une pipette Pasteur, prélever le surnageant et le transférer dans une

bouteille de dosage.

Avec chaque série d’échantillon, appliquer les éléments de contrbies de qualité

définis dans le document intitulé "Lignes directrices concernant I’application des
contrbles de qualité en physico-chimie, SCA-O1".

7.3 DOSAGE

- Les conditions chromatographiques sont les suivantes:
Température initiale: 35°C
Temps d'équilibre: 2 minutes

_ Programmation de température:  30°C/min

Température finale : 300°C
Temps final : 10 minutes
mode d'injection: "on column”
Gaz vecteur: Heélium
Pression : 2,7 psi 3 35°C (débit constant)
Volume d’injection: 1ul
Type de colonne: SPB-1

- Injecter trois fois de I'hexane afin de s’assurer de la stabilité de la ligne de base
et conserver le derniar chromatogramme comme valsur de bruit de fond.
Soustraire la surface de ce chromatogramme de la surfaca des chromatogrammes
obtenue autant pour les dtalons que pour les échantiilons.

- Injecter 1a solution n-C,o/n-Cy, (6.6) afin de déterminer la fenétre d'intégration.
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injecter les solutions étalons (0,02 3 5 mg/mL) afin d'établir la courbe
d'étalonnage.

Procéder 2 V'injection des échantilions en suivant |a séquence suivante:

Blanc

Eléments de contrbie (matériel de référence, duplicata, replica, etc)
Extraits des échantiilons (maximum 10)
Etalon de 1 mg/mL

Reprendre au blanc s‘il y a lieu

op@N

Intégrer 'ensemble des pics résolus et non résolus de 0,5 minute avant le n-C,,

3 0,5 minute aprés le n-Cg, &n s’'assurant que i'intéaration commence gt finisse
3 la ligne de base.

7.4 CONCENTRATION DE L' RAIT SI NECESSAIRE

Transférer 5 mL d’échantillon dans une éprouvgne conique de 15 mL calibrée &
1mL.

Faire suivre un tédmoin constitué de 5 mL d’hexane.

Concentrer sous un jet d'azote jusqu’a un volume de 1 mL.

Doser de nouveau {voir 7.3).

8. AL EXPR DES R LTATS

Les résultats d'analyse sont obtenus a l'aide d‘un systéme informatisé de traitement de
données.

Tracer la courbe d'étalonnage: surface obtenue pour chacune des solutions-étalons

{soustraite de la surface du bruit de fond) en fonction de la concentration des étalons
de 0 3 5 mg/mL.

Les résultats sont exprimés en mg/kg d’hydrocarbures pétroliers (C,-Cs,) d'aprés
I’équation suivante:

c=2%X8 yp.
ou
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C: Concentration des hydrocarbures pétroliers (C,q-Ceo) CONtei
dans I'échantillon (mg/kg)

A Concentration des hydrocarbures pétroliers (C,,-Ceo) dans la
solution dosée déterminée 3 l'aide de la courbe d’étalonnage
{mg/mL.)

B: Volume final de la solution dosée (mL)

D: Poids d’échantillon utilisé (g sur base séche)

F:

Facteur de dilution ou de concentration de la solution dosée, si
ndcessaira.

Exprimer les résultats en mg/kg de matidre séche ar tenant compte du

pourcentage a'humidité déterminé sur un autre sous-échantilion.
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COURBE D'ETALONNAGE

Diésel Restek altéré a 50%

E-
o

1 Concentration Surface
(mg/ml)

w
o

Surface (milllons)

0.02 130384
0.1 734198
1 8193001
5 39550810 ,
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Concontration (mg/ml)
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ANNEXE B

GRANULOMETRIE DU SOL
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