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Les biosurfactants,
plus que jamais

sollicites

Par Ibrahim M. Banat*

Les recherches sur les surfactants, agents utilisés

comme émulsifiants ou dispersants, sont stimu-

lées par les préoccupations écologiques. De nom-

breux microorganismes producteurs de surfac-

tants biodégradables pourraient permettre, a

Pavenir, de mieux lutter contre les pollutions.

v’y a-t-il de commun entre la

stabilisation d’une mayonnaise
en tube, le nettoyage des conséquences
d’une marée noire, la pénétration
d’une créme cosmétique dans ’épider-
me, ou, dans I'industrie papetiére, Iéli-
mination de la résine de la pulpe de
bois ? Dans tous les cas, il s’agit de
résoudre des probléemes de répulsion
ou d’attraction moléculaire entre deux
milieux aux propriétés physico-
chimiques différentes comme, par
exemple, ’eau et huile.
Depuis plusieurs décennies déja, les
industries de la peinture et des déter-
gents ont élaboré une réponse en déve-
loppant des produits actifs appelés sur-
factants. Ce sont des molécules dites
amphiphiles qui comportent une partie
polaire, donc hydrophile, et I’autre
apolaire, donc hydrophobe. En se pla-
¢ant a linterface de deux milieux non
miscibles, elles réduisent la tension
superficielle. De maniére générale,
toute industrie devant maitriser des
phénomenes d’émulsion, d’adhérence,
de viscosité, d’extraction, de disper-
sion, de revétement, etc. utilise des
produits surfactants : chimie (peinture,
colle, détergents), papier (préparation
de la pulpe), cosmétique (émulsifica-
tion et stabilisation des pommades),
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pharmacie (liposomes, lutte antimicro-
bienne), agrochimie (dispersion des
produits phytosanitaires), agroalimen-
taire (agents de texture, solubilisation
des ardmes...), etc. Le marché mondial
des surfactants, estimé 4 9,4 milliards
de dollars annuels en 1994, devrait
donc continuer a croitre (1).

Sans doute la plus grande consomma-
trice de surfactants, I'industrie pétro-
liere les utilise pour extraire le pétrole
adsorbé sur la roche (emhanced oil
recovery, EOR), pour diminuer sa vis-
cosité afin de faciliter son transit dans
les pipelines, pour nettoyer les réser-
voirs... ou pour tenter de réparer,
autant que faire se peut, les dégits
qu’elle provoque de temps 3 autre en
mer et sur terre. Les surfactants sont
d’ailleurs de plus en plus sollicités
pour la décontamination des milieux
naturels : de nombreux composés pol-
luants, adsorbés sur leur substrat,
sont en effet difficiles a extraire, car
non solubles dans I’eau. C’est le cas
des hydrocarbures, et des molécules
organiques non polaires en général,
mais aussi des métaux. Les surfac-
tants de synthése actuellement utilisés
risquent cependant de poser autant de
problémes environnementaux qu’ils
en résolvent : pour la plupart dérivées

du pétrole, ces molécules sont en
général toxiques et extrémement per-
sistantes dans les milieux naturels, car
non biodégradables. En outre, leur
efficacité diminue dans des conditions
physiques extrémes de température,
pH ou salinité.

Or, au cours des années 1980, des
équipes telles que celle de Naim Kosa-
ric, a Puniversité du Western Ontario
(London, Canada), ou d’Ananda Cha-
krabarty, au Centre de recherche, de
développement et d’ingénierie chi-
mique de Parmée américaine a Aber-
deen (Maryland, Etats-Unis), se sont
intéressées a des microorganismes uti-
lisant des hydrocarbures comme seule
source de carbone pour leur croissan-
ce, et ont découvert qu’ils libérent
leurs propres agents surfactants dans
le milieu (2, 3). En facilitant la désorp-
tion des nutriments de la matrice du
sol, ou leur dispersion dans I’eau, ces
« biosurfactants » en améliorent Iac-
cés, conférant ainsi un avantage com-
pétitif aux souches microbiennes qui
les sécrétent. Ces derniéres années, la
recherche sur les biosurfactants a
explosé, sous les effets conjugés des
progrés de la biotechnologie, d’une
prise de conscience accrue des enjeux
écologiques et de la probable émer-
gence de législations environnemen-
tales plus strictes. Aussi efficaces que
leurs homologues chimiques, les bio-
surfactants présentent en effet I’avan-
tage d’étre biodégradables et non
toxiques. De plus, certains d’entre
eux, sécrétés par des organismes extré-
mophiles, restent fonctionnels malgré
des conditions drastiques de tempéra-
ture, de salinité ou de pH.

De nombreux microorganismes pro-
ducteurs de biosurfactants ont déja été
isolés, sécrétant diverses classes des
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molécules amphiphiles, telles que des
glycolipides, des phospholipides, des
lipides neutres, des acides gras, des
peptidolipides ou des lipopolysaccha-
rides (voir le tableau 1) (4). Paradoxa-
lement, certains organismes en produi-
sent alors méme qu’ils sont cultivés sur
des milieux riches en composés hydro-
solubles, comme le glucose, le saccha-
rose, le glycérol ou I’éthanol. Certains
biosurfactants ont également démon-

ol

De nombreuses industries, pétroliére, chimique, cosmétique, agroalimen-
taire, utilisent des « surfactants » pour maitriser les phénomeénes
d’émulsion, d’adhérences, de viscosité... de leur produit.

tré des propriétés antibiotiques, peut-
étre dues a leur capacité a désorganiser
la membrane lipidique des cellules. Ils
interviendraient alors comme une
« arme » dans la compétition pour la
nourriture.

> Deux espéces bien connues

La régulation de leur synthése est enco-
re mal connue, sauf chez Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtilis, les deux
bactéries productrices les plus étudiées.
La premiére sécréte des
rhamnolipides — molécules formées
d’un rhamnose et d’un alcane a douze
atomes de carbone - nécessaires a sa
croissance lorsqu’elle est cultivée sur
un milieu d’hydrocarbures (5, 6). Cer-
tains laboratoires ont rapporté une
augmentation de la production lorsque
I’apport de phosphates est limité, ou
lorsque P’azote disparait du milieu (7, 8).

Pour sa part, B. subtilis produit une
molécule connue depuis de nom-
breuses années : la surfactine, un pepti-
dolipide formé d’un heptapeptide
cyclique 1ié a un acide gras a 13 ou 15
atomes de carbone (9). Les conditions
optimales de sa production ont été soi-
gneusement déterminées, et, fait inha-
bituel, la présence d’hydrocarbures
dans le milieu de culture en inhibe la
synthése (10, 11). Ses propriétés antivi-
rales et antibactériennes constituent
peut-étre un indice de sa fonction en
conditions naturelles (12).

Les geénes responsables de la synthése
de ces deux molécules ont été isolés
et séquencés (13). On a découvert a
cette occasion que, tant chez P. aeru-
ginosa que chez B. subtilis — et donc
probablement chez d’autres espéces
productrices moins étudiées — la
sécrétion de biosurfactant est régulée
par le quorum sensing, un mécanis-
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Arthrobacter RAG-1
Arthrobacter MIS38

Arthrobacter sp. . . Lipides de tréhalose, saccharose
' - ou fructose s
:Peptidolipides .
. Peptidolipides
Surfactine *
Rhamnolipides
i Lipide & mannosylerthritol
Acides'gras.
Lipides neutres

Bacillus licheniformis JF-2
Bacillus licheniformis 86
Bacillus subtilis

Bacillus sp. AB-2
Candida antarctica
Clostridium pasteurianum
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me permettant aux bactéries de
« surveiller » la densité de leur
population (13). Plus récemment,
Iéquipe de Michael Yakimov et
Kenneth Timmis, du Centre natio-
nal de recherche pour la biotechno-
logie (Braunschweig, Allemagne), a
séquencé les geénes responsables de
la synthése d’un autre peptidolipide,
la lichenysine, chez Bacillus licheni-
formis, une bactérie récoltée dans
des réservoirs de pétrole. Autre bac-
térie dégradant le pétrole, Acinero-
bacter calcoaceticus RAG-1 produit
un émulsifiant de trés haut poids

moléculaire, ’'émulsan, formé d’un
squelette polysaccharidique sur
lequel se greffent des acides gras.
Etant donné la complexité de cette
molécule, on ne connait pas encore
tous les génes intervenant dans sa
production, méme si deux d’entre
eux, modulant I’activité émulsifian-
te d’A. calcoaceticus, ont été récem-
ment séquencés (14).

La connaissance des génes codant les
biosurfactants permettra de dépasser
certaines limites de ces composés.
Encore difficiles & produire, ils restent
nettement plus chers que leurs homo-

logues chimiques. D’ou P'idée de
transférer les génes de biosurfactants
dans le génome de microorganismes
facilement cultivables, éventuellement
en les plagant sous le contréle de pro-
moteurs trés actifs. En 19935, Péquipe
d’Urs Ochsner et Michael Vasil, a
PInstitut fédéral suisse de biotechno-
logie (Zurich, Suisse), transférait ainsi
avec succés les quatre génes de
P. aeruginosa responsables de la syn-
thése de rhamnolipides (rh/A, B, R et
1) chez d’autres espéces de Pseudomo-
nas (15). On peut également envisager
de modifier la structure moléculaire

Ces derniéres années, des marées noires: accidentelles
- et parfois des relargages délibérés de pétrole ~ ont
gravement pollué certains milieux océaniques et cotiers, par
exemple en Alaska en 1989 (naufrage de I'Exxon Valdez), sur
les cotes frangaises fin 1999 (naufrage de I’Erika) ou & Ins-
tambul (Turquie) plus récemment. A I’heure actuelle, la prin-
cipale méthode de décontamination consiste a faire confian-
ce aux microorganismes naturellement présents dans le
milieu pour dégrader les hydrocarbures, éventuellement en
ajoutant des produits dispersants... Les biosurfactants ou
les souches bactériennes qui les produisent n'ont pas enco-
re été utilisés in situ, mais la catastrophe de I’Exxon Valdez
fut Poccasion de tester leur efficacité au laboratoire. L'équi-
pe d’Ananda Chakrabarty a en effet prélevé des graviers
contaminés sur les cotes d’Alaska afin de tester I'efficacité
des rhamnolipides de Pseudomonas aeruginosa et optimiser
leurs conditions d’utilisation. De maniére générale, la pré-
sence de ces produits dans I'eau de lavage double, voire
triple, la quantité de pétrole entrainée, tout en ramenant a
une minute le temps de contact nécessaire (1). Travaillant sur
les mémes graviers, une équipe de l'université d’Alaska (Fair-
banks, Etats-Unis) a constaté que les hydrocarbures a 20 ou
21 atomes de carbone sont totalement éliminés, et que 30 %
des composés pétroliers semi-volatils disparaissent (2).

De fait, de nombreuses expériences au laboratoire démon-
trent que les rhamnolipides de P. aeruginosa augmentent la
mobilité - et donc la facilité d’extraction - d’hydrocarbures
adsorbés sur des matrices solides comme de la terre ou des
colonnes de sable (3-5). Les biosurfactants ayant démontré
leur efficacité au laboratoire, I'idée est venue de les utiliser in
situ. Une premiére stratégie consisterait & les produire a
I'échelle industrielle dans des bioréacteurs, pour les injecter
dans le puits. Elle requiert cependant de lourds investisse-
ments : installation de production, procédés de purification et
d’injection. On peut également utiliser les microorganismes
producteurs eux-mémes, d’autant plus que leur action ne se
limite pas & la synthése de biosurfactants : ils produisent
aussi des gaz et des acides, réduisent la viscosité du pétrole,
le chassent mécaniquement en envahissant les pores de la
roche et dégradent les grosses molécules organiques. Deux
options se présentent alors : ensemencer le puits avec des
microorganismes choisis ou y injecter des nutriments afin de
favoriser la croissance d’espéces indigénes. Dans le premier
cas, il faudra disposer d'une souche productrice de surfac-
tants capable de résister aux conditions de température, sali-
nité et pression régnant en profondeur. C’est par exemple le
cas de Bacillus licheniformis, qui sécréte la lichenysine en
conditions aérobies ou anaérobies et supporte sans probléme
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1 - Du traitement des marées noires... aux cosmétigues

une température et une salinité élevées. La bactérie implan- :
tée devra-aussi soutenir la compétition avec les espéces indu» :
génes pour I ‘accés ala matrice rocheuse ou aux nutr
Lorsqu'on vide un réservoir de stockage; il.réste au fond une‘
bouede pétrole lourd quil feut dliminey, En 1991, nutraiéqut
a testé a l'échelle pilote la capamté des bigsurfactan fé‘nél

toyer un réservoir et récupé!er les hydrocarbures dans fal boue
émulsifiée (6). Nous avons uﬁhsé deux tomes de cu

couvre les frais de I'opération de neftoyage. Le praci
donc rentable économiquement, et moins dangereux oL
personnels que la méthod classique, .qui- utilise: des sorfee
tants de synthése. De plus; il évite de rejeter des bou :
liféres dans I'environnement. Cependant, a notre connai
ce, il n'a pas encore été appliqué commercialement.
Par ailleurs, plusieurs équipes se sont intéressées a d’autres
polluants généralement difficiles a éliminer des sols : les
hydrocarbures polyaromatiques (naphtaline, phénantréne...),
et les métaux lourds (7-9). LA encore, dans les conditions de
laboratoire, les biosurfactants, en particulier les rhamnoli-
pides, favorisent la récupération de ces polluants en facilitant
leur détachement de la matrice solide. Malgré ces promesses,
il reste encore beaucoup a comprendre, en particulier en ce
qui concerne les mécanismes physiques d’interaction entre
biosurfactants et métaux.

Dans un tout autre domaine, plusieurs biosurfactants. ont
démontré des propriétés antimicrobiennes (10, 11). Des spécia-
listes de I'institut de pharmacie de Tokyo (Japon) estiment
méme que la surfactine pourrait intervenir dans la lutte contre
le virus de immunodéficience humaine (VIH) (12), tandis que
Dirk Vollenbroich, de l'institut Robert-Koch (Berlin, Allemagne)
pense que . les biosurfactants pourraient améliorer la: sQreté
virale des produits biotechnologiques et pharmaceutiques.
Selon lui, I'activité antivirale de la surfactine serait due.A une
interaction avec la membrane lipidique du virus. Pour sa part,
Naim Kosaric envisage plusieurs utilisations médicales des
biosurfactants : émulsifiants pour le transport des molécules
actives vers leur cible, adjuvants pour vaccins ou surfactants
pulmonaires (13). Si les propriétés antimicrobiennes de ces pro-
duits n'ont encore donné lieu a aucune exploitation commer-
ciale, ils ont d'ores et déja trouvé une niche dans le marché des
cosmétiques, grice a leurs propriétés hydratantes et leur com-
patibilité avec la peau (14). n
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des biosurfactants pour en améliorer
Pefficacité. C’est le cas pour la surfac-
tine, dont la partie peptidique a été
modifiée par recombinaison géné-
tique (16, 17).

Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtilis, les
microorganismes producteurs
de biosurfactants les plus
étudiés.

On sait cependant d’ores et déja pro-
duire, au moyen de méthodes plus
classiques de récolte et culture
microbiennes, une grande variété de
biosurfactants naturels dont la natu-
re chimique et les propriétés dépen-
dent des parameétres physiques (pH,
température, salinité, agitation...) de
I’environnement et de la composition
(ions C, N, P, Mg, Fe et Mn) du
milieu nutritif. Les conditions
régnant dans le futur milieu d’utilisa-
tion du biosurfactant déterminent

d’ailleurs en grande partie le choix
d’une souche productrice pour telle
ou telle application. Etant donné leur
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diversité chimique et fonctionnelle,
les biosurfactants trouveront proba-

blement des applications aussi
variées que leurs homologues de syn-
thése (voir le tableau 2).

Reste qu’ils ne peuvent actuellement
les concurrencer 4 cause de leur coiit
de production. Il faudra également
mener a bien des tests de toxicité, ce
qui n’est toujours pas fait. De plus, si
ces composés se montrent prometteurs
en laboratoire, leur utilisation in situ
exigera une meilleure connaissance des
conditions physico-chimiques qu’ils
devront affronter. Il n’empéche que des
applications commerciales devraient
émerger dans un proche avenir. ®
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