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Introduction générale

Les surfactants d’'origine microbien font |'objet de nombreuses études, I’ attention
portée aux problemes d’ environnement les faisant bénéficier d’ un intérét croissant.

En effet, ces surfactants sont des molécules amphiphiles constituées d'une partie
hydrophile et une partie hydrophobe. Le surfactant va se trouver al’interface de phases ayant
des degrés de polarité différents, comme dans le cas des mélanges eau-huile ou air-eau. Les
composés microbiens qui possedent de telles propriétés sont dénommeés biosurfactants.

En termes d abaissement de la tension interfaciale, de la tension de surface et de la
stabilité thermique et chimique (pH), beaucoup de biosurfactants sont comparables aux
surfactants synthétiques et incluent un grand nombre de structures chimiques, comme les
glycolipides, les lipopeptides, les complexes polysaccharides, les protéines, les
phospholipides et les acides gras mais la structure la plus commune est celle des glycolipides.

D’ autre part, les bactéries les plus utilisées dans |a production de biosurfactants sont :
Pseudomonas, Rhodococcuc, Torulopsis, Bacillus, Nocardia, Serratia et Corynebacterium,
dont la source de carbone peut étre un alcane, du glucose, du glycérol...etc. Pour cela Le
choix de la source de carbone joue un role important sur le rendement et la structure du
biosurfactant.

La plupart des surfactants commercial ement disponibles sont d'origine chimique et sont
des produits dérivés du pétrole. Ils présentent un risque pour l'environnement car ils sont
généralement toxiques et non biodégradables (VIPULANANDAN et REN, 2000). C'est
pourquoi, depuis quelques années et grace a l'essor de la biotechnologie, les scientifiques se
sont intéresses a des surfactants produits par des microorganismes : les tensioactifs
biologiques ou biosurfactants. Ceux-ci possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs
homologues chimiques (BANAT et al., 2000), mais possedent des avantages potentigls,
cest-a-dire qu'ils sont respectueux de I’environnement, moins toxiques, facilement
biodégradables, actifs dans des conditions extrémes comme les régions de haute
salinité/température et peuvent étre produits en utilisant des sources organiques peu couteux,
ce qui favorise leur commercialisation (DIAZ DE RIENZO et al., 2016), ils sont donc
supérieurs aux produits synthétiques.

Ces tensioactifs d’ origine microbien constituent un domaine de recherche en voie
d émergence, largement utilisés dans de nombreuses industries telles que I’industrie
agroaimentaire, le papier, le textile, les cosmétiques, les produits pharmaceutiques, les huiles
(BANAT et al., 2000), les substances actives dans les champoings et de nombreux produits de
soins de peau et le procédé de récupération du pétrole, le nettoyage et la bioremédiation des
sites contaminés par les hydrocarbures (MAKKAR et al., 2011; FREITAS DE OLIVEIRA et
al., 2013).
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Compte tenu de I’'importance écologique, économique et industrielle des biosurfactants

NoOUS nous proposant a travers cette éude & entreprendre I'optimisation de I'effet des

biosurfactants produit par la souche pseudomonas sp. sur la croissance des lentilles « Lens

culinaris Medik », sachant qu’il n’ait pas beaucoup d’études portant sur les applications de

ces biosurfactants en tant que biostimulateur de la croissance des plantes.

Nos objectifs pour laréalisation de notre travail ce résume comme suite ;

Purification puis ensemencement de la souche bactérienne pseudomonas sp. sur un
milieu de glucose pour la production de biosurfactant et réaliser I’extraction de ce
dernier &l’aide d’' un rota vapeur ;

Identification et caractérisation par spectroscopie a transformer de fourrier du type de
biosurfactants produit ;

Evaluation de I’ effet antibactérien de ce dernier ;

La variation des trois paramétres d’ optimisation qui sont ; (la température, pH et
concentration en biosurfactants) sur les lentilles « Lens culinaris » en appliquant la
méthode des surfaces de réponses selon : La longueur de latige, le poids du vegétale
aprés séchage, pourcentages de germinations. Cependant, les parameétres sont fixés
gréce a un logiciel STATISTICA sous forme d une matrice avec le choix de 3
parameétres et 16 expériences réparties en plusieurs colonnes et lignes ou les donner
sont fixés avec des valeurs codées et grace a une formule que nous allons appliquée,
nous allons convertir ces valeurs codéees a des valeurs réelles, puis les exécuter comme
plan de notre expérimentation.

Préparation du milieu de culture pour les lentilles «Lens culinaris Medik » et les
différentes solutions d’ arrosage selon la matrice donner par le logiciel et lancement
des essaies dans une boite de carton fermer doter d’une lampe blanche pour assurer
I’ éclairage et un thermomeétre pour contrdler la température qui sont disposer prés du
climatiseur.

L’ optimisation de I’ effet de ces biosurfactants produite par la souche pseudemonas

sp. sur lacroissance des lentilles « lens culinaris Medik »

Le présent mémoire se subdivise en trois parties :

v' La premiéere partie représente une analyse de la littérature scientifique ou sont

exposées les données relatives aux biosurfactants et leur description générae
(classification, propriétés, structures, avantages et applications...etc.). Cette partie
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comprend également les notions fondamentales sur les bactéries productrices des

biosurfactants et 1a présentation de la plante étudiée lentille « Lens culinaris Medik ».

La seconde partie est réservée a la présentation de la méthodologie adoptée pour la

réalisation de notre travail.

La troisiéme partie est consacrée a la présentation et la discussion des résultats
obtenus. Le tout complété par une conclusion générale qui intégre |’essentiel des

résultats obtenus dans le cadre de cette recherche et des perspectives.
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Chapitrel L es biosurfactants

| —1- Généralitéssur lesBiosurfactants

Les biosurfactants ou les bio-tensioactifs sont des tensioactifs naturels produits par des
bactéries, des levures ou des champignons provenant de différents substrats, y compris les
sucres simples, les huiles, les alcanes (SILVA et al., 2014) ou des hydrocarbures provenant
d un environnement contaminé. lls ont la capacité de réduire la tension de la surface et de
I'interface entre les substances liquides et solides (DAS et MUKHERJEE, 2007), ces
biosurfactants se subdivisent en deux catégories :

» Les bio-tensioactifs de faible poids moléculaire, comprenant les glycolipides, les
phospholipides, les lipopeptides, les peptides, les acides gras et |es lipides neutres.

» Les bio-tensioactifs de haut poids moléculaire, composés de polysaccharides, de
protéines, de lipopolysaccharides, de lipoprotéines ou de mélanges complexes de ces
biopolyméres (SILVA et al., 2014).

Les bio-tensioactifs de bas poids moléculaires présentent une plus grande efficacité
dans la réduction de la tension superficielle et interfaciale que les composés a haut poids
moléculaire mais ils possedent des propriétés émulsionnantes plus faibles par rapport aux bio-
tensioactifs de haut poids moléculaire (KOLWZAN et al., 2014).

Egalement, ces agents tensioactifs biologiques agissent comme agents mouillants ou
moussants, solubilisant, détergents, dispersants, émulsifiants et ils peuvent créer une
microémulsion (SRIRAM et al., 2011).

[-2- Définition du surfactant microbien ou biosurfactant

Les surfactants (SURFace ACTive AgeNTS) sont des agents a activités de surface
(tensioactifs), synthétisés chimiqguement ou par voie biologique (biosurfactants)
(AL- ARAJIL et al, 2007).

Ces surfactants sont donc des agents tensio-actifs, c'est-a-dire des composés qui
abaissent |a tension superficielle entre diff érentes phases telles que gaz, liquide et solide avec
différents degrés de polarités et liaisons hydrogenes (Figure 1) (SOBERON-CHAVEZ et
MAIER, 2011).

Ces composes peuvent étre naturels ou synthétiques et contiennent divers groupes
fonctionnels qui leur conférent des propriétés spécifiques, ce qui les rend adaptés a
différentes utilisations industrielles et de consommation (SANTOS et al., 2016).
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Figurel: Accumulation desbiosurfactantsal’interface entreleliquide et I’air
(SOBERON-CHAVEZ et MAIER, 2011).

[-3- Structures générales des tensioactifs
Ce sont des mol écules amphiphiles constituées de domaines hydrophiles (téte polaire)

et de domaines hydrophobes (leur queues ou chaine non polaire) (SANTOS et al., 2016).

Lapartiepolaireest :
» lonique (cationique ou anionique), non ionique ou amphotére (SANTOS et al., 2016)

(Figure 2).

partie hydrophile partie hydrophobe

non ionique s

ionique > B s
cationique T e
T I e T T

Figure2: Desstructures générales de tensioactifs selon la composition de leurs
fractions hydrophiles et dans des compositions amphoteéres non ioniques,
anioniques, cationiques (SINGH et al., 2007).

amphotere
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les cationiques qui possedent une charge positive ;

Les anioniques, agents de surface possédant un ou plusieurs groupes fonctionnels
s'ionisant en solution agueuse pour donner des ions chargés négativement ;

Les non ioniques, sans charge;

Les amphotéres (zwitterioniques) qui possedent deux groupements hydrophiles
différents : I’un anionique et I’ autre cationique. Selon le pH de la solution, ils peuvent
agir en tant qu’ espece anionique, cationique ou neutre (PARRA et al., 1989 ; WEST et
HARWELL, 1992 ; PORE, 1992).

Présente une forte affinité pour I’ eau et les liquides polaires,

Peuvent contenir des acides aminés, des hydrates de carbone, de I’ alcool ou de I’ acide
carboxylique (KOLWZAN et al., 2014 ; CIANDRINI et al., 2016).

Lapartienon polaire est souvent :

une chaine hydrocarbonée (SANTOS et al., 2016),

Présente une affinité pour les liquides non polaires.

Principalement composé d’'acide gras a longue chaine ou d acide gras hydroxyle
(SHARMA et al., 2016 ; MULLIGAN, 2005).

|-4- Nature et classifications des biosurfactants

Les biosurfactants sont classés selon leur nature biochimique dont ‘on distingue cing

grandes classes (Tableau 1) : les glycolipides, les lipopeptides, les phospholipides, les

lipopolysaccharides et les lipides neutres (HEALY et al., 1996).

1

Les glycolipides, sont constitués d'hydrates de carbone en combinaison avec une
longue chaine d'acides aliphatique ou d'acides hydroxyaliphatiques. Les glycolipides
les plus éudiés sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides (RON
et ROSENBERG, 2002).

Les lipopeptides et lipoprotéines, sont composes d'un lipide attaché a une chaine
polypeptidique (ROSENBERG et RON, 1999).
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Tableau |

micr oor ganismes producteurs (BANAT et al., 2000).

Principales classes, types de surfactants biologiques et quelques

Groupel Classe

Biosurfactants

Micro-organisme

Glycolipides

Rhamnolipides

Pseudomonas aeruginosa

Trehalolipides Rhodococcus sp. ; Nocardia,
Mycobacterium.
Sophorolipides Candida bombicola, Candida
Antartica
Lipopeptides et lipoproteines | Surfactine Bacillus subtilis
Viscosine Pseudomonas aeruginosa
Phospholipides Phospholipide Corynebacterium insidiosum
Acides gras Acide gras Corynebacterium lepus

Lipides neutres

Lipides neutres

Clostridium pasteurianum

Lipopolysaccharides ou
Polymeériques

Emulsan

Acinetobacter cal coaceticus

3. Les phospholipides, sont formés de groupements acool et phosphate et de chaine
lipidique (HEALY et al., 1996).

4. Les lipopolysaccharides ou polymériques, sont constitués d'une ou plusieurs unités

saccharides et d'acides gras (HEALY et al., 1996).

5. Les acides gras et lipides neutres, sont les biosurfactants qui possédent la masse

molaire laplus élevée (HEALY et al., 1996).

Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les

biosurfactants les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et |es phospholipides

(DESAI et BANAT, 1997).




Chapitrel L es biosurfactants

[-5- Caractéristiques écologiques des biosur factants

Par rapport & leurs homologues synthétiques, les biosurfactants possedent de

nombreuses caractéristiques écologiques (CIANDRINI et al., 2016) tel que:

Faible toxicit€ ;

Pas d’ accumulation dans les organismes ;

Faible sensibilité aux facteurs environnementaux ;

Possibilité d utiliser des déchets comme substrats nécessaires a la production de bio-
tensioactifs ;

Facilité de dégradation dans |’ environnement par les microorganismes qui vivent dans
I”eau ou le sol.

Présentent également des caractéristiques antimicrobiennes, antifongiques et anti-
biofilm (KOLWZAN et al., 2014).

-6 - Identification des biosur factants

Unefois les produits (biosurfactants) sont purifiés, il faut déterminer leur structure.

Parmi les différentes analyses qualitatives on utilise le plus fréquemment :

>

La spectrométrie d’ adsorption en lumiére ultra-violette et visible (UV-Vis) qui détecte
la présence de chromophores (SPOECKNER et al., 1999),

La spectrométrie infrarouge (IR) qui détermine les groupements fonctionnels
(PEYPOUX et al., 1999),

La spectrométrie de masse (MS) qui donne le poids moléculaire, des indications sur la
structure et fournit I’ analyse é émentaire de lamolécule (DANIELS et al., 1999),

La résonance magnétique nucléaire a haut champ (RMN de proton et de carbone 13)
indique la structure et la conformation des composés a analyser (DANIELS et al.,
1999).

|-7- Extraction des biosurfactants du milieu de croissance

Pour extraire les biosurfactants du milieu de croissance, il est d'abord nécessaire de

separer les bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple). La récupération

des biosurfactants dépend principalement de leur charge ionique, de leur solubilité et de leur

localisation (intracellulaire, extracellulaire ou lié aux cellules). Les techniques les plus

utilisées sont des extractions par solvants : chloroforme/méthanol, butanol, acétate d'éthyle,

etc. ou des techniques reposant sur la précipitation du biosurfactant. Ces extractions peuvent

étre réalisées directement ou aprés sédimentation des cellules productrices (DESAI et
BANAT, 1997).



Chapitrel L es biosurfactants

[-8 - Rble des biosurfactants dans la biodégradation des hydrocar bur es

Il existe une relation claire entre I activité d’ émulsification, I’ adhérence des cellules a
I” hydrocarbure, et le taux de croissance des isolats sur e pétrole brut (MEHDI et al., 2008).

Une étude sur des bactéries (Pseudomonas sp.) capables de dégrader le n-héxadecane
en produisant des biosurfactants, a montré qu’ en présence de n-héxadecane dans le milieu de
culture, les bactéries sécrétent des substances qui forment un réseau de projections
extracellulaires reliant les cellules les unes aux autres. Ce réseau est supposé étre un complexe
de biosurfactants et d’ alcanes qui forme un site d’ancrage des cellules et un moyen de
transport d’ hydrocarbures a leur surface cellulaire. Le biosurfactant disperse |’ héxadécane en
petites gouttel ettes, et forme une couche autour de chacune, augmentant ainsi sa disponibilité
aux organismes dégradants (CAMEQOTRA et al., 2009) (Figure 3).

Figure 3 : Observation sous microscope éectronique a balayage du réseau formé par la
souche Pseudomonas sp. cultivé sur 2% de n-héxadecane (CAMEOTRA et al., 2009).

L’ étude ultra-structurale a montré qu’un processus semblable a la pinocytose active

prend place pour la pénétration des gouttelettes d’hydrocarbure a I’intérieur de la cellule

bactérienne (Figure 4).

10
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Figure4 : Observation sous microscope éectronique a transmission de gouttelettes
d’ hexadécane englouties par la souche Pseudomonas sp. (CAMEOTRA et al., 2009).

|-9- Propriétés physico-chimiques des biosurfactants

1. Activitéd émulsification

L’ émulsification est une propriété fonctionnelle des biosurfactants qui fait référence a
la dispersion d’ une phase liquide dans une autre, provoquant le mélange de deux liquides non
miscibles (INES et DHOUHA, 2015). La mesure de I’ activité d’émulsification est I’ une des
méthodes utilises pour I'évaluation de la production de biosurfactants par des
mi croorgani smes.

Cette méthode a d' abord été décrite par PANCHAL et ZAJIC (1978), et elle nécessite
un mélange d'un volume égal d'un composeé hydrocarboné (le kérosene est |'huile
couramment utilisé) avec I’échantillon, ensuite placer le mélange a la température ambiante
pendant 24 heures. Comme indiqué sur la figure 5 (B) une émulsion est formée lorsqu’un
agent émulsionnant tel qu’ un biosurfactant est présent.

L’indiced’émulisification (EIl) est calculéen utilisant I’ équation suivante:

. s e hauteur dela couche d émulsion .
Indice d’emulisification (E24)% = — | (Equation 1)
hauteur totale delasolution

11
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L’ activité d'émulsification est une caractéristique importante des composés du
biosurfactant et est exploitée par diverses industries telles que, les produits cosmétiques,
aimentaires et en particulier les industries pharmaceutiques (SATPUTE et al., 2010;
UZOIGWE et al., 2015).

Cependant, on sait également que les biosurfactants avec des poids moléculaires
inférieurs (lipopeptides et biosurfactants a base de glycolipides) forment des émulsions
stables (KIM et al., 1997; BENINCASA et al., 2004).

Couche hydrocarbonée
Couche hydrocarbonée

Couche d’émulsions

Couche d’échantillon Couche d’échantillon

Height of the solution

Figure5: L’activité d’émulsification (PANCHAL et ZAJIC, 1978).

L’ activité d émulsification des biosurfactants montré par la figure 5 (A) indique
I’ absence de formation d émulsion entre un échantillon de culture bactérien et huile diesel
aprés 24 heures a température ambiante, alors que pour I’illustration (B), montre I’ apparition
d une couche d’émulsion entre un échantillon de culture bactérien et huile diesel apres 24
heures a température ambiante, c'est-a-dire I’émulsion est formée lorsque les biosurfactants
sont présents dans le milieu par rapport au tube (A) qui est marqué par leurs absences
(PANCHAL et ZAJIC, 1978).

De nombreuses éudes ont signalé |’ application réussie de I'indice d’ émulsification
comme moyen d'évaluer la production de biomolécules de biosurfactants par divers
microorganismes isolés a partir d’ environnements divers (DESAI et BANAT, 1997; KIM et
al., 1997; DAS et al., 2008a; NDLOVU et al., 2016).

2. Abaissement delatension superficielle et interfaciale

Les biosurfactants sont connus pour leur excellente activité de surface qui sert a
plusieurs fins. Pour cela la propriété la plus importante d’un tensioactif est la réduction de la
tension superficielle, qui est la force d’attraction entre les molécules liquides (PACWA-
PLOCINICZAK et al., 2011). La surface est considérée comme la limite entre un liquide et

I"air et I'interface est considérée comme lalimite entre deux liquides.
12



Chapitrel L es biosurfactants

Ainsi, latension entre les phases air / eau et huile / eau sont connues sous le nom de
tension superficielle et de tension interfaciale, respectivement (BANAT et al., 2010).

La capacité a abaisser la tension superficielle et interfaciale est causée par I’ adsorption
du bio-tensioactif a différentes phases. Il en résulte plus d’interaction et de mélange de phases
dissemblables qui fonctionnent pour solubiliser des substrats hydrophobes (SATPUTE et al.,
2010 ; WALTER et al., 2010, UZOIGWE et al., 2015).

Les microorganismes sont fortement influencés par les phénomeénes interfaciaux, en
particulier lorsque la paroi cellulaire ou la membrane de ces organismes interagit avec
I’environnement externe. Cela stimule la synthése des biosurfactants utilisée par les
mi croorgani smes.

Pour celales propriétés interfaciaes des bio-tensioactifs influencent aors la croissance
des microbes comme suite : la séquestration des métabolites toxiques, ainsi que la réduction
ou I’augmentation de la disponibilité des substrats pour |’ absorption des nutriments (VAN
HAMME et al., 2006).

Comme I'illustre la figure 6 (A), les molécules d'eau sont liées par des forces
cohésives qui créent une tension superficielle (INES et DHOUHA, 2015).

Lorsqu’un tensioactif est gouté a |’eau figure 6 (B), la tension superficielle de I’ eau

est réduite (SATPUTE et al., 2010).

tension de surface IFT

e -l-i- = o - R

BN PP oo
AN | IR

9[eI0eLelUl UOISUS |

Figure6 : Illustration montrant la tension superficielle et interfaciale (SATPUTE et al.,
2010).

D’apres Lafigure 6 (A), indique I’ apparition de la tension superficielle des molécules
d’eau, alors que pour lafigure 6 (B), montre |’ apparition de latension superficielle del’ huile
dans |’ eau avec un composé biosurfactants et |’ effet de la tension interfaciale de |’ eau et de
I"huile (SATPUTE et al., 2010).

13
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3. Concentration micellairecritique (CMC)

La concentration micellaire critique (CMC) est par définition la concentration d'un
agent de surface (biosurfactant) au-dessus de laguelle, une partie des molécules dispersées au
sein de la solution aqueuse se rassemblent sous forme de micelle (PORE, 1992).

Les micelles se forment lorsque les portions hydrophobes incapables de former des
liaisons hydrogenes en phase aqueuse créent une forte augmentation de I'énergie libre du
systéme. Une fagon d'abaisser cette énergie est d'isoler la partie hydrophobe de I'eau par
adsorption sur des matrices organiques ou de former des micelles (HAIGH, 1996).

En effet, dans les micelles |es parties hydrophobes se regroupent vers le centre et les

portions hydrophiles restent en contact avec I'eau (Figure 7).

Portion hydrophobe
‘/ (chaine lipidique...)

<
O%Ol? ;;80 ittt

K2

Figure 7: Représentation schématique d'une micelle de biosurfactant (GABET,
2004).

a. Structuredes biosurfactants et parametresinfluencant leur micellisation

Les micelles de biosurfactants sarrangent en différentes microstructures sphériques,
globulaires ou cylindriques, mais des veésicules sphériques et irréguliéres, des bicouches
tubulaires ou des structures lamellaires sont e plus souvent rencontrées (CHAMPION et al.,
1995).

Le volume intérieur des micelles dépend de sa forme et du nombre d'agrégation
(nombre de monomeéres constituant la micelle). Généralement, il faut de 50 & 100 monomeres
pour former une micelle (CHRISTOFI et IVSHINA, 2002).

Le nombre d'agrégation augmente quand |'aire de la section transversale de la partie
hydrophile (ah) diminue (Figure 8). Lc représente la longueur de la chaine hydrophobe et
VH levolume occupé par celle-ci. Laforme de la micelle dépend également de la structure du

biosurfactant.
14
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A I'aide d'une approche géométrique, la forme de la micelle peut étre déterminée par le

rapport suivant :
VH

Laformedelamicele = m ........... (Equation 2)

Si ce rapport est inférieur a 1/3, lamicelle est de forme sphérique (BAI et al., 1998).

Figure 8 : Représentation schématique d'une molécule de biosurfactants
(BAI et al., 1998).

Quand le nombre d'agrégation augmente, le volume intérieur de la micelle augmente
(BAl et al., 1998).

La morphologie des agrégats varie avec le pH, la concentration en biosurfactant, la
température ou laforceionique (CHAMPION et al., 1995).

b. Solubilité des biosurfactants
Les biosurfactants a faible masse moléculaire telle que, les glycolipides, les
phospholipides et les lipopeptides, sont efficaces pour abaisser les tensions superficielles et
interfaciales, alors que les biosurfactants de masse moléculaire éevée contenant des
polysaccharides amphipathiques, des protéines, des saccharides lipopoliques, des
lipoprotéines ou des mélanges complexes de ces biopolyméres sont plus efficaces pour
solubiliser les émulsions huile dans |’ eau (PACWA-PLOCINICZAK et al.,2011).

Parmi les biosurfactants les mieux étudiés, on retrouve les rhamnolipides qui
appartiennent a la classe des glycolipides. Ces rhamnolipides ont été identifiés comme

prédominants chez Pseudomonas aeruginosa (TULEVAA et al., 2002).
15
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Des recherches effectuées sur ces rhamnolipides, dans des cultures liquides secouées
complétées par des composés hydrophobes, dans telles conditions, ces rhamnolipides sont
libérées dans le milieu sous forme de monomeres qui s accumulent sous forme des micelles et
des vésicules plus grandes lorsque la concentration atteinte et dépasse un niveau critique de
micelle (CMC).Les hydrocarbures sont incorporés dans le noyau hydrophobe des micelles, ce
qui améliore efficacement leur dispersion dans la phase agueuse et donc leur biodisponibilité
pour |’ absorption par les cellules. Ce procédé a été étudié en grande partie avec des alcanes
comme substrats modeles qui est appel€ « solubilisation de micelles » (Figure 9) (ZHANG
et MILLER, 1992).

4 i

Figure 9 : Mécanismes de solubilisation des hydrocarbures dansles micelles du bio-
tensioactif (ZHANG et MILLER, 1992).

A faible concentration, les bio-tensioactifs se présentent sous forme de monomeéres a
I'interface entre les phases agqueuses et hydrocarbonées (a). Lorsgue la concentration
augmente et que |’ espace disponible diminue, les biosurfactants ont tendance a se répartir en
granulats (b) jusqu'a un point appelé « concentration critique de micelles », au cours duquel
des micelles sont formés en piégeant les hydrocarbures dans leur noyau hydrophobe (c). Une
fois dispersés, les hydrocarbures deviennent disponibles pour I'adsorption par les cellules
bactériennes afin de les dégrader (ZHANG et MILLER, 1992).

Les activités du biosurfactants dépendent de la concentration des composés

tensioactifs (Figure 10) jusqu’a obtention de la concentration critique de micelle (CMC)
(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

16
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La concentration a laquelle les micelles ont commence a se former a été représentée
sous le nom de CMC (RASHEDI et al., 2005). A des concentrations supérieures a la CMC,
les molécules de biosurfactants s associent pour former des micelles, des bicouches et des
vésicules.

La formation de micelles permet aux biosurfactants de réduire la tension superficielle
et interfaciale et d’augmenter la solubilité et la biodisponibilité des composés organiques
hydrophobes (PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011).

monomeére de

biosurfactant \ ;;; |

tension de surface

CcMC
concentration de biosurfactant

Figure8: Lerapport entrela concentration de biosurfactants, la tension superficielle et
la formation de micelles (WHANG et al., 2008).

[-10 - L es Avantages des biosurfactants

Malgré la diversité de leur composition chimique et de leurs propriétés, la plupart des
biosurfactants ont des caractéristiques communes qui présentent des avantages par rapport
aux produits tensioactifs synthétiques (FRACCHIA et al., 2014). Pour cela, certains

avantages de ces biosurfactants sont décrits comme suite :

1. Labiodégradabilité

Les biosurfactants sont naturellement biodégradables. La biodégradabilité est une
question tres importante aux problemes liée a la pollution environnementale comme pouvoir
étre décomposé par des processus naturels, par des bactéries, des champignons ou d’ autres
organismes simples en composant plus éémentaires, ils ne créent pas beaucoup de problémes
pour |’environnement et sont particulierement adaptés aux applications environnementales
telles que la bioremédiation (MULLIGAN et al.,2005) et la dispersion des déversements
d’ hydrocarbures (BENERJEE, 1991).

17
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2. Faibletoxicité;

Les biosurfactants ne causent pas de graves dommages a |’ écosystéme biotique car
leur niveau de toxicité est faible.

De nombreux tensioactifs chimiques sont toxiques pour les étres vivants, ce qui les
rend moins utiles pour étre utilisés dans différentes industries.

Les tensioactifs microbiens sont généralement considérés comme des produits faibles
Ou non toxiques et par conséquent appropriés pour les produits pharmaceuti ques, cosmétiques
et aimentaires (POREMBA et al., 1991).

3. Biocompatibilité et digestibilité
L es biosurfactants sont biocompatibles dans la nature (ROSENBERG et al., 1999), ce
qui signifie qu'ils sont bien tolérés par les organismes vivants .Ceux- ci lorsgu’ils
interagi ssent avec ces organismes ne changent pas leur bioactivité. Cette propriété permet leur
application dans les produits cosmétiques, pharmaceutiques et en tant qu’ additifs alimentaires

fonctionnels.

4. Disponibilité des matiéres premieres
Les biosurfactants peuvent étre produits a partir de matiéres premiéeres, comme |’ huile
de colza, les effluents des pommes de terre, les déchets de raffinage de pétrole, les eaux usées,
le lait caillé et les déchets de distillerie, I'huile de tournesol, etc. (MUTHUSAMY et al.,
2008) qui sont disponibles en grande quantité. La source de carbone peut provenir
d hydrocarbures, de glucides et /ou des lipides, qui peuvent étre utilisés séparément ou en

combinai son.

5. Economie de production acceptable ;
Selon I'application, les biosurfactants peuvent également étre produits a partir des
déchets industriels et des produits .Ceci est particulierement intéressant pour la production en
vrac du biosurfactant qui est économiquement acceptable (MUTHUSAMY et al., 2008).

6. Utilisation dansle contr6le environnemental ;

Les biosurfactants peuvent étre utilisés efficacement dans la gestion des émulsions
industrielles, le controle des déversements d hydrocarbures, la biodégradation et la
désintoxication des effluents industriels et la bioremédiation des sols contaminés
(MUTHUSAMY et al., 2008).
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7. Tolérancealatempérature, au pH et alaforceionique;

De nombreux biosurfactants peuvent étre utilisés dans des conditions extrémes et
conservent leurs activités apres la stérilisation. Par exemple, on sait que les glycolipides ne
sont pas affectés par une stérilisation a 121°C et un pH alant de 5 a 12 et aussi beaucoup de
biosurfactants tolerent des concentrations en sel jusqu'a 10% (FRACCHIA et al., 2014).

I-11 -Facteurs affectant la production de biosurfactants

Les facteurs affectant la production de biosurfactants ainsi, la composition et I'activité
émulsionnante dépendent de la souche productrice, des conditions de culture, la nature de la
source de carbone, de la source d'azote, des limites nutritionnelles, des paramétres chimiques
et physiques tels que la température, |'aération et le pH qui influencent non seulement la
quantité de biosurfactants produite, mais auss le type de polymeére produit (FAKRUDDIN,
2012).

1. Sourcesdecarbone;

La qualité et la quantité de biosurfactants sont affectées et influencées par la nature du
substrat de carbone. Nous avons signal€ que le glucose, e saccharose, e mannitol, I’amidon,
le maltose, le glycérol etc.... éaient une bonne source de substrat de carbone pour la
production de biosurfactants (RAHMAN et GAKPE, 2008).

2. Sourcesd'azote;

L'azote est important dans le milieu de production du biosurfactant car il est essentiel pour
la croissance microbienne, et |a synthése des protéines et des enzymes en dépend.

Différents composés azotés ont été utilisés pour la production de biosurfactants tels que
I'urée, peptone, I'extrait de levure, le sulfate d'ammonium, le nitrate d'ammonium, le nitrate de
sodium, la farine de soja, le glutamate de sodium et extrait de viande (ADAMCZAK et
BEDNARSKI, 2000).

De nombreuses éudes ont montré que la synthese des rhamnolipides se produisait
lorsgu’il y avait un excés de carbone dans le milieu ou lorsque |’ azote était en quantité
limitante. L’ azote peut étre apporté sous différentes formes selon les bactéries productrices
(LANG et WULLBRANDT, 1999).
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3. LepH;
Le pH est un facteur important, il peut limiter ou favoriser la production de

biosurfactants.

Les sols peuvent avoir des valeurs de pH tres variables, alant de 2,5 a 11. Des valeurs
extrémes de pH pourraient avoir une influence négative sur la capacité des microorganismes a
dégrader les hydrocarbures. La croissance des bactéries hétérotrophes et des champignons
étant favorisée par un pH proche de laneutralité (LEAHY et COLWELL, 1990).

Pour une souche de Pseudomonas aeruginosa, par exemple, le pH du milieu de culture
doit se situer entre 6,0 et 6,5. A des pH inférieurs ou supérieurs, la production de
biosurfactants chute rapidement (ARINO et al., 1996).

ISHIGAMI et al. (1987) e¢ CHAMPION et al. (1995) ont montré que suivant le pH,
les rhamnolipides produits avaient une structure différente et s organisaient différemment. Par
exemple, aun pH de 5,5 la structure est de forme lamellaire aors qu’ a des pH supérieurs, des

vésicules se forment.

4. Température;

La température est un parametre pouvant influencer la biodégradation des
hydrocarbures en modifiant son éat physique, sa composition chimique, | activité
physiologique des microorganismes et par conséquent la vitesse de dégradation des
hydrocarbures, ainsi que la nature et la concentration des especes microbiennes présentes
(LEAHY et COLWELL, 1990).

Une diminution de la température est généralement accompagnée par une diminution
de la vitesse de biodégradation qui peut étre expliquée par une décroissance de I’ activité
enzymatique. Des températures plus élevées ont pour effet d’augmenter la vitesse de
biodégradation (WALWORTH et al., 2001).

La quantité de biosurfactants est maximale apH 6,5 lors de I’incubation a 37°C, ce qui
était significativement différent pour la production a d’ autres températures.

5. Aération et agitation ;

L'aération et I'agitation sont des facteurs importants qui influent sur la production de
biosurfactants car ils facilitent le transfert d'oxygene de la phase gazeuse a la phase aqueuse
(ADAMCZAK et BEDNARSKI, 2000).
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I- 13 - Applications des biosurfactants
Compte tenu de leurs potentialités et de leur innocuité, les biosurfactants sont aujourd'hui
utilisés dans différents domaines d'application tels que :

1. Application en industrie pétroliere
Particulierement dans |’amélioration de récupération transport dans les pipelines et
dans les opérations de nettoyage des bacs de stockage du pétrole (BANAT, 1995 ;
MEYLHEUC et al.,, 2001; CEDOU, 2013), Dégradation des hydrocarbures d origine
pétroliere (LAHOUSSINE, 1999).

2. Application dansla bioremédiation
La bioremédiation des sites contaminés par |es hydrocarbures, |es polluants organiques
et les métaux lourds (Tableau 11), (RAZA et al., 2007) et dans le traitement des eaux usees
(SAMADI et al., 2007).

Tableau Il : Composés chimiques éliminés par biodégradation bactérienne (Mulligan,
2009).

Composés diminés par voie bactérienne

Composes or ganiques M étaux lourds
- Phénanthréne - Cadmium
- Styréne - Plomb
- Polychlorobiphényle - Zinc
- Pétrole Brut (Heavy, Light) - Copper, et Nickel
- Gaz-Oil - Chromium hexavalent
- Diesd - Arsenic
- 4-Chlorophenol (4-CP) - Phenanthrene mélangé au Cadmium
- Perchloroethylene (PCE)

3. Application dansle secteur de haute technologie,
Comme l'impression éectronique, |'enregistrement magnétique, la micro-électronique
(MARQUES et al, 2009) ainsi que dans les nanotechnologies .....etc (MULLIGAN, 2009).

4. Application en industrie alimentaire,
Comme additifs alimentaires, et comme améliorants dans la boulangerie et la

charcuterie (PROMMACHAN, 2002).
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5. Applications en cosmétologie

L’emploi de tensioactifs devrait connaitre la plus grande croissance dans les marchés
du soin corporel et des cosmétiques (WERTZ, 2012).

Dans l'industrie cosmétique, grace a ses propriétés d'émulsification, de moussage, de
capacité de liaison al'eau, et de mouillage. Ces agents tensioactifs sont utilisés comme, agents
solubilisant, nettoyants, antimicrobiens, agents d'action enzymatique, insecticides, antiacides,
produits pour le bain, produits antipelliculaires, produits pour bébés, mascara, Rouge a levres,
dentifrice, nettoyants dentaires pour ne citer que quelques-uns (GHARAEI-FATHABAD,
2011).

6. Applications pharmaceutiques
Comme agents thérapeutiques présentant des activités antibactériennes, antifungiques
et antivirales pour combattre les différentes maladies infectieuses (RODRIGUES et al., 2006).
Plusieurs biosurfactants ont des propriétés antimicrobiennes telles que la Surfactine
qui a un pouvoir antibactérien (PEYPOUX et al., 1999), antitumoral, inhibitrices de la
formation de caillot de fibrine (LAURILA, 1985), et dans la lutte contre le virus de
I”immunodéficience humaine (BANAT, 2000).
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[1-1- L es microorganismes producteur s de biosurfactants

Les biosurfactants sont un groupe chimiquement diversifié de molécules tensioactives,
produites par divers groupes de microorganismes (RADING et al., 2006), qui se dével oppent
de maniére aérobie dans les milieux aqueux, avec différentes sources de carbone tel que : des
hydrates de carbone (sucre), des hydrocarbures, des huiles, ou un mélange de ces derniers
(CAMPOS et al.,2013).

Ces microorganismes en question sont en général des bactéries, des champignons ou
des levures (DEB et al., 2016), isolés des sites pollués, les suivants sont communément les

plus éudiés pour leurs productions de biosurfactants : Arthrobacter, Pseudomonas

aerugenosa, Acinétobacter calcoaceniticus, Bacillus subtiles, Condida lipolytica,
Torulopsis bonbicola (CAMPOS et al., 2013). Le tableau Il résume certains
microorganismes ainsi que les types de biosurfactants qu’ils produisent.
Tableau |11 : Biosurfactants produits par desbactéries et des champignons
Organismes Biosurfactants Références
Bactéries
=  Serratia marcescens Serrawettin LAI et al. (2009)
= Rhodotorula glutinis, R. graminis | Lipides polyol AMARAL et al. (2006)
= Rhodococcus erythropoalis, Lipides de tréhalose MUTHUSAMY et al. (2008)

Arthrobacter spp.,

» Nocardia erythropalis,
Corynebacterium spp.,

= Mycobacterium spp.

» Pseudomonas spp., Thiobacillus | Lipides ornithine DESAI et BANAT (1997)

thiooxidans,
= Agrobacterium spp.

» Pseudomonas fluorescens, Viscosine BANAT et al. (2010)
Leuconostoc mesenteriods

» Pseudomonas aeruginosa, Rhamnolipides JADHAV et al. (2011)
Pseudomonas chlororaphis,

=  Serratiarubidea

= P. fluorescens, Debaryomyces Carbohydrate-lipide NERURKAR et al. (2009)

polmor phus
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= P.aeruginosa Proténe PA

= Lactobacillus fermentum Diglycosy! diglycérides
Champignons

» Torulopsis bombicola Sophorose lipidique

= Candida bombicola Sophorolipides

Complexe protéine-

HISATSUKA et al. (1971)

MULLIGAN et al. (2001)

KIM et al. (1997)

CASAS et al. (1997)

= Candida lipolytica lipidpolysaccharide SARUBBO et al. (2007)

= Candida lipolytica Complexe Protein- RUFINO et al. (2007)
lipidcarbohydrate

» Candida ishiwadae Glycolipide THANOMSUB et al. (2004)

= Candida batistae Sophorolipide KONISHI et al. (2008)

= Agpergillus ustus Glycolipoprotéine ALEJANDRO et al. (2011)

= Trichosporon ashii Sophorolipide CHANDRAN et Das (2010)

La production de biosurfactants est un phénomeéne communément observé lors de la
croissance d un microorganisme sur des substrats insolubles dans I’ eau, et la réduction de la
tension superficielle du milieu ains que la formation d’une émulsion stable, indique une
production efficiente (PRUTHI et al., 1995). La présence de biosurfactants est nécessaire
pour obtenir une émulsion stable entre deux liquides purs non miscibles (KREPSKY et al.,
2007).

CAMEOTRA (2009) explique ce phénoméne comme éant I’un des comportements
des microorganismes pour augmenter la biodisponibilité de plusieurs substrats hydrophobes
tel que les hydrocarbures, les huiles, qui sont peu utilisés a cause de leur insolubilité dans
I" eaw.

En effet, ces bactéries synthétisent les biosurfactants qui sont soit des molécules
intracellulaires (par exemple dans la membrane cellulaire), extracellulaires ou localisées a la
surface de la cellule (par exemple sur la paroi cellulaire) (PRABHU et al., 2003), pour
faciliter ladiffusion des hydrocarbures ou leurs dérivés al’ intérieur de la cellule bactérienne a
fin de les dégrader (AL-ARAJIL et al., 2007).

Cependant, les biosurfactants peuvent avoir d autres roles aussi importants que

I”émulsification, par exemple : I'adhésion aux surfaces solides et la formation de biofilms
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(Alasan d’'Acinétobacter), la  régulation du niveau  énergétique  celulaire
(sophorose de T. bombicola), I’ activité antibactérienne (gramicidine, polymyxine, surfactine),
la pathogénicité de certaines bactéries (rhamnolipides de Pseudomonas), ainsi que le piégeage
des métaux lourds (VANDECASTEELE, 2008).

I1-2- Les Pseudomonas

[1-2-1- Caractéristiques générales du genre Pseudomonas

Les Pseudomonas sont un groupe bactérien particulierement important (Figue 11), qui
appartient a la sous-classe des yProtéobactéries, et comprennent plus d’ une centaine d’ especes
ubiquitaires (BOSSIS et al.,2000 ; PALLERONIE et MOORE, 2004). Ils ont été découverts
par MUIGAN en 1894. Ce genre constitue |’ un des plus complexes parmi ceux des bactéries a
Gram négatif (MEGHDAS et al., 2004). Il sagit du genre le plus important de I’ ordre
des Pseudomonadales, la famille des Pseudomonadaceae .Les Pseudomonas sont sous forme
de batonnet droit |égerement incurvé de 0,5 a1 umsur 1,5 a5 um de longueur, mobile grace
a un ou plusieurs flagelles polaires (PRESCOTT et al., 2008). Ce genre peut étre isolé de
différents milieux tellurique ou aguatique. L’ action des bactéries de ce dernier varie selon les
especes et I'héte. Certaines espéces sont pathogénes pour I’homme et les animaux
(NICHIMORI., 2000), et les plantes, aors que d autres peuvent étre bénéfigues (certaines
exercent des effets stimulants pour la croissance des plantes, et d’ autres sont des fertilisants
puisqu’ elles ont la capacité de décomposer des matiéres organiques (NIELSEN et al., 1998).

Les Pseudomonas ont la capacité de se développer a des températures différentes,
certaines de ses espéces peuvent se développer a des températures basses entre (-1) et (30) °C
tel que P. psychrophila (YUMOTO et al., 2001) et P. thérmotol éance qui peut se développer
a des températures atteignant( +55) °C (MANAIA et MOORE, 2002).
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Figure 11 : Image représentative d’une population de Pseudomonas

|1-2-2- Caractéristiques métaboliques du genre Pseudomonas

Le genre Pseudomonas est caractérise par un métabolisme oxydatif non fermentatif, il
utilise I'oxygéne comme accepteur final d'éectrons, méme que certaines souches ont recoure a
la dénitrification, c'est-a-dire qu'elles utilisent les nitrates comme accepteurs final d'éectrons
(PRESCOTT et al., 2008) ce qui leur permet de croitre enanaérobiose. Elles
sont catalase positive, mésophile chimio-organotrophes puisqu’ elles peuvent croitre dans des
milieux ne contenant qu'une seule source de carbone. Certaines sont chimio-organotrophes
facultatives, peuvent utiliser I'hydrogéne comme source d'énergie. Elles ont une versatilité
nutritionnelle (peuvent utiliser des sources de carbones variables) (STANIER et al., 1966).
Toutes les espéces de ce genre ne peuvent croitre a des pH inférieur a 4,5, elles ont la
capacité de  dégrader des composés < complexes, comme  les protéines
les polysaccarides complexes (PALLERONIE et al., 1984).

Ces bactéries pourraient intervenir dans des processus de décontamination des sols et
des biodépollutions, qui sont dus a leur capacité de dégrader des composés complexes tels
gue les xénobiotiques et les hydrocarbures aromatiques et leurs dérivés, ces dernieres ont
attiré I’ attention de plusieurs chercheurs (LATOUR et LEMANCEAU, 1997 ; BOSSIS et al.,
2000).

Lesespécesdu genre Pseudomonas produisent une couche d Exopoly-
saccharide entourant leurs cellules, qui les protegent de la phagocytose par les macrophages
chez les mammiféres. Les E.P.S permettent aux souches de former des biofilms qui assurent
I"adhérence aux surfaces de maniére a ce qu' elles ne soient pas délogees (VISCA et al.,
2007).
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Certaines souches de Pseudomonas ont la capacité de produire des biosurfactants, qui

sont alaune des recherches pour leurs différentes utilisations dans différentes industries.

[1-2-3- Classification des Pseudomonas

La classification du genre Pseudomonas est passée par plusieurs étapes. En premier
lieu, il y a eu les travaux de STANIER et al (1960) qui consistaient en I’ utilisation de 146
composes organiques afin de rapporter les caractéristiques nutritionnelles de 267 isolats du
genre. Vient ensuite la découverte de la renaturation de I’ADN par MARMUR (1961) qui a
permis la confirmation de la classification phénotypique des Pseudomonas, par des essais
d hybridation ADN/ADN (COLOWELL et MENDEL, 1964 ; COLOWELL et al 1965 ;
JOHNSON et ORDAL, 1968). Viennent peu de temps apres la classification du genre selon
les caractéristiques génotypiques par PALLERONI et ses collaborateurs, qui ont classifié le
groupe de Pseudomonas en 5 sous-groupes selon | homologie ADN/ARN.

Les groupes étaient phylogénétiquement trop éloignés, par conséquent seules les bactéries
appartenant au groupe ARNr | ont été retenues dans le genre Pseudomonas.

WOESE (1984), proposa d’identifier et de classifier les especes en fonction de leurs
ARN ribosomal 16 S, ce qui a permis par la suite la subdivision des Protéobacter en 15 sous-
groupes appartenant aux classes a, B, y (KERSTER et al., 1996).

Par la suite, il y a eu reclassification des especes du genre comme par exemple :
Pseudomonas acidovorans et Pseudomonas testosteroni qui faisaient partie du groupe des
ARNr 111 reclassifié dans le genre Comamonas (TAMAOKA et al., 1987). Deux ans plus tard
Pseudomonas flava, Pseudomonas palleroni, Pseudomonas taeniospiralis,
Pseudomonas pseudoflava et Pseudomonas carboxydoflava ont été reclassées dans le
genre Hydrogenophaga (WILLEMS et al., 1989).

A partir de 1990, le séquencage du gene codant pour I’ARNr a débuté. Il a éé
appliqué pour toutes les bactéries, puis le séquengage des génomes complets, puis dépose
dans des banques de données telles que NCBI.

Durant la premiére décennie du millénaire, lataxonomie_la plus détaillée du genre
Pseudomonas basé sur les séquencages du gene codant pour I’ARNr 16S fut entreprise par
ANZAI et al., 2000, en analysant 128 especes de Pseudomonas. IIs ont conclu que 57
seulement appartiennent au groupe de Pseudomonas sensustrictco; ' est-a-dire

les Pseudomonas vrais, la comparaison de 1073 nucléotides les a subdivisés en 7 classes :

1. Groupedes Pseudomonas syringae ;

2. Groupe des Pseudomonas chlororaphis ;
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3. Groupe des Pseudomonas fluorescens ;
Groupe des Pseudomonas putida ;
Groupe des Pseudomonas stutzeri ;

Groupe des Pseudomonas aeruginosa ;

N o g &

Groupe des Pseudomonas pertucinogen ;

La division du genre Pseudomonas, réalisée grace a |’ exploitation des données de
I’ ARNr (hybridation puis séquencage), est confirmé par des analyses des quinones, des
profils des acides gras et al., cellulaires (MOSS et al., 1972 ; IKEMOTO et al.,
1978 ;O0YAZU et KOMAGATA, 1983 ; STED 1992 VANCANNET et al., 1996) et de
certaines protéines dont EF-G (BOCCHETTA, 1996), Hsp 40 (BUSTARD et GUPTA,
1997), des proténes enzymatiques comme celles impliquer dans la biosynthese de

tyrosine.

[1-2-4- Distribution écologique du genre Pseudomonas

La plupart des Pseudomonas sont tres ubiquistes, elles sont isolées d’ eau douce et de
mere, des sols, des poussieres en suspension dans I’ aire, et des végétaux. Elles peuvent vivre
dans des niches écol ogiques tres diverses (BOETELHO et LEDA, 2006), comme par exemple
la souche Pseudomonas aeruginosa qu’ on retrouve dans des milieux hospitaliers, dans |’ aire,
des eaux douces et marines. Elle peut méme étre rencontré dans des sols contaminés par des
hydrocarbures (YOUCEF et al., 2004). Elle peut étre retrouvé sous forme planctonique
mobile ou en biofilm (MEAR et al., 2014).

D’autres espéces sont considérées comme saprophytes telles que Pseudomonas
aeruginosa, elles peuvent étre isolées des végetaux, des selles, des séerétions, de la surface de
la peau et des produits alimentaires. D’autres ont la capacité de coloniser des plantes telles
gue certaines espéces de Pseudomonas syringea, (STANIER et al., 1987). Pour ce qui est de
Pseudomonas fluorescens, elles sont rencontrées dans les sols, les eaux et en particulier au

niveau des rhizospheres.

[1-3- Lesrhamnolipides

La découverte des rhamnolipides remonte a 1946, lorsque BERGUESTONE €t al .,
(1946 a), arapporté un glycolipide huileux, qui a été appelé acides piolipique, compose de L
rhamnose et d'acides p-hydroxydécanoique, produit par Pseudemonas pyocyaneus
(aujourd’ hui Pseudomonas aeruginosa) cultivée dans un milieu, ou la source de carbone est

du glucose.

28



Chapitrell L es microor ganismes producteurs

JAVIS et JOHSON (1949) ont montré une caractéristique supplémentaire de la
structure du compose isolé, a savoir qu'il était compose de deux acides  hydroxydicanoique
(les deux acides reliés par une liaison ester) lié par des liaisons glycosidiques a des fragments
de rhamnoses. EDIVARD et HAYASHI (1965), en utilisant |’oxydation du périodate et la
meéthylation, ont rapporté que la liaison entre les deux rhamnose est du type a-1,2-
glycoidique.

De 1972 a 2000, divers RL produit par des souches de P.aeruginosa, cultivé sur
différents substrats (n paraffine, glycérol, n alcane glucose...etc.) ont étéisolé et signalé.

Les rhamnolipides isolés comprenaient tous types d homologue RL (RL1, RL2, RL3,
RL4) et ne cessent d augmenter avec les progrés des méthodes anaytiques (ABDEL
MAWGOUD et al .,2010)
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Figure12 : Lesdifférentes structures desrhamnolipides. (MILENA G. RIKALOVIC et
al., 2015).

[1-3-1- Biosynthéses des rhamnolipides

Les génes impligués dans la synthese des rhamnolipides ont éte isolé et caractérise par
Ochsner et al, (1994a, 1994b, 1995a, 1995b) quatre genes en sont responsables, ce sont
rhlABRI. Ces génes sont sous le controle du systéme rhl, I'un des systémes SQ (Quorum-
sensing) chez pseudomonas aeruginosa.

Les genes régulateurs rh codent pour un activateur transcriptionnel le RhIR, cette

protéine régulatrice est activée par un auto-inducteur le Rhll, le produit d une synthese rhil.
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Le complexe RhIR-RhIl formé va activer I'opéron rhl AB qui va coder pour la
rhamnotransferase. La rhamnotransferase est une enzyme responsable de la synthese des

rhamnolipides.

Wouplds/ Periplasm

IFIhamnosle
transferase
. ety RET
| BRI Lib) L)
Pyocyanin
Rhl R i
T
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Figure 13 : Modéle delarégulation dela production desrhamnolipides chez
Pseudomonas aeruginosa (ADAPTER DE LANG et WULLBRANDT, 1999).

[1-3-2 Applications desrhamnolipides :

Les propriétés principales des biosurfactants tels que, les propriétés détergentes,
moussante, émulsionnante, solubilisante, mouillante, épaississante, séquéstrante de métal, de
formation de vésicules et de disperson des phases, peuvent étre exécuté par les
rhamnolipides.

Toutes ces propriétés sont associees a leur caractére amphiphile, et leur conférent la
possibilité de s’accumuler entre les phases fluides, réduisant aussi les tensions superficielles
et interfaciales.

L’ utilisation environnementale des rhamnolipides est actuellement considérée comme
le principal domaine d’ application potentiel de rhamnolipides, mais un nombre croissant de
brevets indiquent I’ application réussie dans les industries alimentaires, agricoles, industries

cosmétiques et pharmaceutiques et dans |es nanotechnol ogies.
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Tableau |V : tableau résumant les domaines d’ application desrhamnolipides

Champs d’ application Processus spécifique / buts

Bioremédiation - Agent de rincage organique (PAH, NAPL, méange
d hydrocarbure, agent de ringage des métaux lourd, Cu, Zn, Pb,
Ni, Cr) ;

- biodégradation des matiéres organiques (pétrole et dérives).

Industrie Alimentaire - Ingrédient polyvalent (diminution de la tension interfaciale et de
surface, formation et stabilisation d’émulsion, amélioration des
textures, et conservation des produits).

- Source de L- rhamnose / conditionnement de surface.

Cosmétiques et - Utilisation dans des produits de soins pour la peau.
pharmaceutiques

Biomédecine - Activité antimicrobienne et antivirale ;

- Immunosuppression cellulaire ;

- Guérisondesplais;

- Prévention du traitement des gencives, et régenération par voie
parodontal del’ ulcere ;

- Inhibition des lignées cellulaire de cancer du sein humaines.

Agronomie - Contrdle des pathogenes végétaux, zoosporique, en affectant la
motilité ;

- Cause la lyse, et I'inhibition de la germination des spores et le
dével oppement des mycéliums.

1. Bioremediation

Les rhamnolipides ont un potentiel dans la bioremédiation, comme étant des agents de
rincage organique, et agent de ringage des métaux, etc.

Différentes études ont confirmé que les biosurfactants et spécialement les RL peuvent
affecter la biodégradation des hydrocarbures qu’ils soient aliphatiques ou aromatiques, ¢ca été
démontré que I’ ajout des RLs a une culture pure de Pseudomonas aeruginosa renforce la
biodégradation des hexadécanes, des octadécanes, n-paraffine et phénanthrene (SEREVA et
al., 1995).

2. Industriealimentaire
En raison de leurs différentes propriétés, les rhamnolipides sont employés dans les
industries alimentaires comme étant agent stabilisant de la texture des pétes et dans la
conservation des produits de boulangerie.
Les rhamnolipides peuvent servir de source de rhamnose; un composant utilisé

commercialement dans la production de composée de farine de meilleure qualité.
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3. Industries pharmaceutiques et cosmétiques

Les rhamnolipides ont été utilisés sous plusieurs formulations différentes dans les
produits de soins, par exemple les antiacides, les coussins dacné, les produits
antipelliculaires, il a éé aussi utilisé dans les solutions de lentilles de contact, les déodorants,
les produits des soins des ongles, et les dentifrices (KLECHKNER et al., 1993 ; MAIER et
al., 2000). Ces produits nécessitent des tensioactifs qui ont des activités émulsionnantes en
surface (LOURITH et al., 2008) en particulier I’ activité émulsifiante, qui est la clef de la
consistance de latexture de ces produits (HABA et al ., 2003)

Les produits cosmétiques contenant des rhamnolipides, ont éé breveté et utilisé
comme produits antirides et antidge (PILJAC et al ., 1999). Ils ont éé lancé sous plusieurs
formes posologiques, sous forme de cosmétique commerciaux pour la peau (DESAUTO,

2008) en raison de leurs irritabilité cutanée extrémement faible (HABA et al., 2003).

4. Biomédecine

Au début les propriétés antimicrobiennes de grande envergure ont été notée. Fait
intéressant, des travaux de recherche ont démontré gque les rhamnolipides étaient actifs contre
une grande variété de bactéries qu'elles soient Gram (+) ou Gram (-) (ABDEL-
MAWGOUD, 2010).

Les différentes combinaisons de rhamnolipides testés, ont montré une activité
antimicrobienne contre presgue toutes les espéces Gram (+) testé incluant Staphylococcus,
Mycobacterium, et Bacillus, ainsi qu’une activité significative contre un nombre d’ espéces a
Gram (=) comme Sarratia marcescens, Entérobacter aerogens et Klebsiella pneumoneae
(ABDEL- MAWGOUD et al., 2011).

5. Agronomie
Il a é&é aussi démontré que les rhamnolipides ont certaines capacité de contréler
quel ques pathogenes zoosporiques des vegeétaux tels que Phytophthora cryptogea et Pythium
spp, dautres éudes suggerent que les rhamnolipides peuvent faciliter |'absorption de
nutriment et des engrais par les racines, a coté de leurs activités insecticides (SACHDEV et
CAMEOTRA, 2013).
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Chapitrelll présentation de |’ espece éudiée

[11-1- Présentation del’ espece étudiée : La lentille « Lensculinaris Medik »

Les Lentille cultivées, les Lentilles comestibles ou les Lentilles « Lens culinaris Medik »
est une espéce qui fait parti des légumes secs importante et populaire, utilisée principalement
pour |'alimentation humaine depuis la préhistoire, Tronant parmi les [égumineuses ayant la plus
petite taille, elle a I’avantage de nécessiter un temps de cuisson plus court que la majorité des
|égumineuses (Saskatchewan, 2000).

Les lentilles « Lens culinaris Medik » est principalement consommeée comme source
de protéines dans divers produits allant des potages aux desserts. Renfermant 25% de
protéine, excellente source de vitamine A, elle fournit les fibres, du potassium, des vitamines
B et du fer. Cette source de protéines ne renferme pas de cholestérol et presque pas de lipides.

La paille peut également étre utilisée comme aliment de qualité supérieure pour le bétail
ou en tant que source de matiéres organiques pour I'amélioration des sols (Saskatchewan, Pulse,
Growers, 2000).

[11-2- Origine et distribution géographique de |’ espece étudiée

L’ancétre du Lens culinaris est le Lens orientalis (LADIZINSKY et al., 1984).Le
centre d'origine de la lentille cultivée se situe au Proche-Orient (ZOHARY, 1972) d'ou €lle
s est diffusée vers la M éditerranée, en Asie, en Afrique et en Europe, ¢’ est un des plus anciens
légumes secs cultivés (BRINK et BELAY, 2006). La lentille est maintenant cultivée partout
dans le monde : sous-continent indien, Moyen-Orient, Afrique du Nord, Europe du Sud, le
Nord et le Sud dAmérique et en Australie (CHAHOTA et al., 2007).

[11-3- Systématique des lentilles
L’ espéce Lens culinaris (lentille cultivée) appartient au genre Lens, classé dans latribu
des Viciae. Lors d'une révision du genre Lens (BRINK et BELAY, 2006), 4 especes sont
retenues :
Lens culinaris: a été divisée en quatre sous-especes principales :
» subsp. culinaris (lalentille cultivée),
» subsp. odemensis,
» subsp. orientalis,
» subsp. tomentosus.
* Lenservoides
= Lensnigricans

=  |Lenslamottel
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La lentille cultivée est classée en deux groupes selon la taille de la graine. Le groupe
macrosperma prédominant principalement en Afrique du Nord, en Europe et en Amérique
(diamétre supérieur & 6 mm), tandis que Le groupe microsperma (diamétre inférieur 8 6 mm)
domine en Asie, en Egypte, et en Ethiopie (BRINK et BELAY/, 2006).

[11-4- Description del’ espece étudiée

Toutes les lentilles cultivées appartiennent & I’ espece « Lens culinaris Medik » (INSTITUT
TECHNIQUE DES GRANDES CULTURES (ITGC), 2006), qui est une espece de plantes
dicotylédones annuelles appartenant a la famille des Fabaceae ou |égumineuses et font partie

des |égumes secs, largement cultivée pour ses graines comestibles riches en protéines.

» Description morphologique: La lentille est une plante annuelle herbacée de 20 a
72cm de haut. La (Figure 14) montre les différentes étapes de la description
morphologique de lalentille.

Tige et gousse

Figure 14 : Description mor phologique dela lentille

-Lestiges : sont dressées et trés rameuses.

-Les feuilles : alternes, composées pennées, comptent de 10 al4 folioles opposées,
oblongues, et sont terminées par une vrille généralement simple ou bifide.

-Lesfleurs: ala corolle papilionacée typique de la sous-famille des Faboideae, sont
de couleur blanche ou bleu péle et groupées par petites grappes de deux a quatre. Le calice est
régulier, a cinq dents étroites et relativement longues. La floraison estivale intervient entre
mai et juillet.
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- Les fruits: sont des gousses aplaties, courtes, contenant deux graines aplaties en
forme caractéristique de disque faiblement bombé. La couleur des graines varie selon les
variétés des plus pales (vert pale, blond, rose) au plus foncé (vert foncé, brun, violacé, etc.)
(BRINK et BELAY/, 2006).

[11-5- Classification taxonomique

- Regne: . ... .. Plantae

- Superdivison: . ... ... ...... .Spermatohyta

- Divison:. . ........... . . Magnoliophyta

- Classe:. .. ... o oL Magnoliopsida

- Sousclasse: . .. ..., Rosidae

- Ordre: . ... ..o Fabales

- Famille. . ... ..o Fabaceae

- Sousfamille: . . ... ... ... Faboideae

- Gere: . L Lens

- Espece. .. ... Lens culinaris Medik

(DUHOUX et NICOLE, 2004).

[11-6- Les exigences deslentilles « Lens culinaris Medik »

a. Latempérature

La lentille est une plante qui résiste bien aux températures basses pendant la période
végétative. Mais elle est sensible aux gelées et aux fortes températures a la floraison .La
température favorable ala germination se situe entre 10°C et 30°C.

b. L'eau

Lalentille tolere la sécheresse. Elle peut étre cultivée dans les zones ou la pluviométrie est
comprise entre 300 et 500 mm et méme une pluviométrie de 250 mm dans des sols lourds.
Pendant la période de formation et de remplissage du grain, le stress hydrique provogue un
échaudage qui se traduit par des grains maigres, de mauvaise qualité et un rendement faible.

c. Lesol

La lentille peut étre cultivée sur différents types de sols. Elle s’accommode mieux aux
sols légers et peu profond. Les sols a PH |égérement acide (6.0) a modérément alcalins (8.0),
lui conviennent bien. Lorsque le pH du sol est supérieur &9, la nodulation est retardée et les
rendements sont faibles. Les solstrop calcaires, les sols trop fertiles et les sols a faible réserve
utile en eau sont fortement déconseillés. La lentille demande une terre propre et ameublie en
profondeur (INSTITUT TECHNIQUE DES GRANDES CULTURES (ITGC), 2006).
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[11-7- Evolution delaculturedelalentilleen Algérie

La lentille a éé cultivée avant 1830 dans jardins des fellahs (surtout en Kabylie),
jusgu’ @ 1940 une étude a révé é gque les lentilles rencontrées en Afrique du nord appartiennent
a deux sous-especes : la lentilles petite verte de puy (Lens exculenta Moench, sp.
Microsperma vra. Dupuyensis Barul.) a été la premiere des variétés européennes introduites
en grande culture en Algérie. Dans certaines régions, des cultures de puy vert et de lentille
large ont coexisté et des croisements naturels se sont produits qui ont donné naissance a la
(lentille verte d’ Algérie) (VANDENBERG et SLINKARD, 1990).

[11-8- Intéréts deslentilles

La culture de la lentille enrichit le sol en azote, donc elle induit une diminution en
apport en engrais azoté et assure un assolement et une rotation (graminées et |égumineuses)
pour optimiser I'exploitation et la diversification de la production agricole. La plante est
surtout cultivée pour ses graines, récoltées et exportées comme aliment. Cependant, la paille
est auss utilisée, comme aiment de qualité supérieure pour le bétail ou comme source de

matiere organique pour I'améioration des sols (Saskatchewan Pulse Growers, 2000).

» Intéré agronomique:

En Algérie, on distingue les lentilles de culture locale et les lentilles de culture
européenne. Les premieres, cultivées depuis les temps ancestraux sont des mélanges variables
de formes diverses. Beaucoup de variétés anciennement cultivées ont disparu. Pour ce qui est
de larichesse floristique, il N’ existe pas en Algérie, de mise au point permettant d’avoir une
idée précise. 1l faut signaler que quelques variétés de lentilles ont été séectionnées dans les
différentes zones agro-climatiques incluant des variétés locales (FAO, 2006). La culture de
cette légumineuse enrichit également le sol en azote, donc induit une diminution en apport en
engrais et assurer un assolement et une rotation (graminées et |égumineuses) pour optimiser
I'exploitation agricole et la diversification de la production agricole.

[11-9- valeurs alimentaires des lentilles

Les lentilles sont cultivées depuis la haute antiquité pour leurs graines trés riches en
éléments nutritifs et particulierement en protéines, elle apporte également des fibres et des
sels minéraux, dont du fer. Elle est utilisée pour I’ alimentation humaine et animale. C'est un

aliment tres précieux a cause de ses grandes quantités nutritionnel les.
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Certains nutritionnistes et médecins conseillent sa consommation pour la réduction du
taux de cholestérol et la prévention des risgques cardio-vasculaires (INSTITUT TECHNIQUE
DES GRANDES CULTURES (ITGC), 2006). Le tableau suivant indique les valeurs

nutritionnelles moyennes des lentilles seches pour 100g :

Tableau V : Valeur nutritionnelle moyenne pour 100g de lentilles cuites.

Composants Moyenne pour 100g Composants Moyenne pour 100g
Protéine 8249 Glucides 1269
Lipides 05¢g Sodium 3,0mg
Potassium 309 mg Magnésium 25 mg
Phosphore 164 mg Fer 3mg
Calcium 27 mg Cuivre 0,24 mg
Manganese 0,42 mg Séénium 2,8 ug
Zinc 1,03 mg Vitamine B1 0,12 mg
Vitamine B2 0,06 mg Vitamine B3 0,66 mg
Vitamine B5 0,47 mg Vitamine B6 0,169 mg
Vitamine B9 56,8 ug Vitamine C 1,75mg
Vitamine E 0,26 mg

[11-10- Culture del’ espéce étudiée

Lalentille pousse en terrain léger et sablonneux, légérement calcaire (pH de 6,0 4 8,0)
a exposition ensoleillée et climat plutét frais. Elle se séme au printemps en rangs distants de
35 cm, en poquets de 6 a 8 graines disposés en quinconce. Recouvrir les graines de 1 cm de
terre finement émiettée. Biner et sarcler réguliérement. Arroser en cas de sécheresse
prolongée.

Butter lorsgue les plantes sont suffissmment hautes. Afin d’ éviter que les plantes ne
couchent au sol, tendre 2 ou 3 fils sur chague rang.

La récolte se fait en milieu d'éé avant I'arrivée a maturité des graines. Arracher les
pieds et laisser les sécher sur place pendant une journée. Puis les suspendre en petites bottes
dans un endroit bien aéré. Battre pour récolter les graines au fur et a mesure des besoins.

Elles se conservent mieux dans leur cosse. Le froid aura I'avantage d’ éliminer la bruche s
nécessaire (Biologie du Lens culinaris Medikus, 2014).

La lentille est souvent considérée comme une culture tolérant la sécheresse, bien
qu'elle utilise I'eau de maniére relativement peu efficace, par rapport au blé de printemps. La
lentille donne un rendement peu élevé en matiére seche, et les semis utilisent tres peu I'eau du

sol jusgu'au 25 juin environ (stade de la premiere fleur).
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[11-11- Contrdle des maladies et ravageurs
Les maladies les plus rencontrées sur les lentilles sont :

Les fusarioses (Fusarium sp. Mycrospharella pinodes agent causal du flétrissement et
Fusarium solani agent causal des pourritures racinaires), le botrytis (Botrytis sp.), la rouille
(Uromyces fabae), le mildiou (Peronospora lentis), I’oidium (Erysiphe polygoni) et
I” anthracnose (Ascochyta lentis).

Ces maladies causent d importants dégéts sur la culture a différents stades. Elles
peuvent étre contrélées par I’ application de fongicides.

Les insectes provoquent également des dégéts considérables sur la culture, du fait de
leur grande mobilité. Parmi les insectes les plus répondus et |es plus redoutés, on cite :

Les pucerons (Aphis sp.) qui peuvent transmettre des maladies virales, la sitone
(Stona sp.) et la bruche (Bruchus sp.) qui infeste les champs et dont les larves endommagent
le grain durant le stockage.

Le contréle chimique, des I’ application des premiers insectes, reste le moyen le plus
efficace pour limiter leursinfestations.

La lentille est également sensible a la cuscute (Cuscuta sp.), qui est une plante parasite
étouffante (INSTITUT TECHNIQUE DES GRANDES CULTURES (ITGC), 2006).
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Notre travail a été réalise au sein du laboratoire de microbiologie, département BMC de
la Faculté des Sciences biologiques et des Sciences agronomiques, Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO). Il a pour objectif I’ éude de I’ optimisation de I’ effet des
biosurfactants produits par la souche bactérienne de Pseudomonas sp sur la croissance des

lentilles genre « Lens culinaris Medik ».

V- Matériel et méthodes

IV-1- Matériel biologique

IV-1-1- Souche bactérienne
La souche utilisée dans cette étude appartient au genre Pseudomonas sp. Elle a été

sélectionnée dans le cadre de travaux réalisés auparavant (KEDDOU, 2015).

1V-1-2- Les milieux de cultures utilisés

IV-1-2-1- Les milieux de cultures utilisés pour la purification de la souche
- milieux ceeur cervelle (BHIB)

- milieux de gélose nutritive

- milieux Muller Hinton

- milieux Hektoen
Lesmilieux utilisés sont de marque NIMEDIA.
IV-2- M éthodologie de travail

IVV-2-1- Revivification de la souche bactérienne

> Apres |’ obtention de la souche dans un tube de BHIB, €elle a éé ensemencé dans un
autre tube BHIB neuf stérile, afin de Sassurer de la viabilité de la souche, puis
incubation a 37°C pendants 24h.

> Apres incubation, on procede a I’ensemencement sur un milieu solide contenant la
gélose nutritive.

» Une fois les boites ensemencées et étiquetées, elles sont incubées a I’ éuve pendante
24h 4 37°C.
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IV-2-2- Repiquage et purification de la souche bactérienne
» Les colonies obtenues apres ensemencement sur des boites de pétri, ont éé repiqué
sur des milieux spécifiques (milieux Hektoen) afin de les purifier.
» Cette étape a eu lieu au niveau du laboratoire de microbiologie du CHU de Tizi-
Ouzou.
» Apres 24 h d'incubation, I’ étape de purification sur des milieux spécifiques permet

d obtenir des cultures pures.

IV-2-3- Caractérisation dela souche bactérienne
1. Aspect macroscopique
L’ observation de |'aspect macroscopique des colonies que ce soit al’ceil nu ou avec
I"utilisation d’une loupe permet d'effectuer une premiere approche pour la caractérisation et
I"identification par une observation globale des souches (la taille, la forme, la couleur de
pigment des colonies obtenue ..... etc.), apres ensemencement sur milieu solide et incubation
a 37°C pendent 24 h.

2. Aspect microscopique
Il sSagit de |’apparence microscopique des colonies que nous pouvons obtenir par
différents tests tel que la coloration de Gram, et qui vient pour confirmer |” hypothése suggéré

par la premiere approche (I’ aspect macroscopique).

2.1.Lacoloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration la plus utilisée en bactériologie. C'est une
coloration différentielle qui permet de distinguer |es bactéries selon deux critéres :

» |"aspect morphologique ;

» |’organisation de leurs parois.

Cette organisation s effectue en deux groupes ;

» les Gram positif qui apparaissent en violettes ;

» les Gram négatif qui apparai ssent en roses.

Cette différence de coloration est liée a la nature biochimique de la paroi bactérienne. Les
bactéries qui possedent une couche de peptidoglycane mince sont décolorées lors du lavage a
I’ éthanol (Gram-), alors que celles qui possedent une couche de peptidoglycane épaisse vont

retenir le colorant (Gram+).
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La coloration de Gram permet donc de se renseigner sur :

Le type Gram (Gram + ou Gram -)
laforme des bactéries

lataille

le mode de regroupement

Lapureté

+ Préparation du frottis:

Steriliser lalame par I’ alcool ;

Déposer une goutte d’ eau sur lalame ;

Prélever quelques colonies al’aide d’ une anse ;

Frotter la pointe dans la goutte d’ eau ;

Faire passer |alame au-dessus de la flamme du bec benzene afin de le fixer
Couvrir lefrottis d§ja fixé avec du violet de gentiane, et laisser agir 1 minute ;
Jeter |’ excés du colorant et rincer avec de lugol pendant une minute ;

Rincer avec de I’ acool et laisser agir 30 secondes ;

Rincer immédiatement avec |’ eau puis couvrir avec de la fuschine (colorant rose)
et laisser agir une minute ;

Rincer avec del’ eau puis laisser sécher au-dessus de la flamme du bec benzéne ;
gouter une goutte d'huile d’émersion et observation au microscope optique
(Gx100),

3. Test delacatalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la réaction de dégradation du peroxyde

d hydrogene H>02 en H20 et O par laréaction suivante :

Catalase .
H20:2 » H20 +§ 02

Le test de catalase est I’ un des principaux tests utilisés par les microbiologistes pour

identifier les especes bactériennes.
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Letest est effectué en placant une goutte de peroxyde d’ hydrogene H2O» sur une lame
de microscope et a l’aide d’'une anse a boucle, prélever un échantillon de colonies a tester, la
déposer sur la goutte de peroxyde d’ hydrogene (H20,) et observer.

Si le mélange produit des bulles ou une effervescence, I’ organisme est dit « catalase

positif » sinon est de « catalase négatif ».

IV-3- Production de biosurfactant(s)
Un milieu de glucose a été préparé pour la production de biosurfactants, au sein du

méme laboratoire.

IV-3-1- Préparation du milieu glucose

» Dans un Erlenmeyer de 2000 ml on aintroduit les réactifs suivants : 1,6 g de Ko2HPOg,
0,4 g de KH2PO4, 0,09 g de MgSOa, 15 g de NaCl, 0,1 g de NH4NOg, 0,02 g de CaClo,
0,01 g de ZnS0Os, 0,05 g de FeSO4-7 H20O, 0,008 g de MnSO4-H20, 0,004 g de
CuS04-5 H20, 0,01 g de I'urée, 5g de glucose. Ajuster jusqu'a 1 litre avec de I’ eau
distillée.

» Agiter pour homogéné ser

» AjusterlepH a7

» Mettre dans un autoclave, 20 min a120°C).

IV-3-2- La Pré-culture

Dans un Erlenmeyer de 500 ml, 200 ml du milieu de culture glucose avec un PH de 7,
ont été ensemencé avec 4 ml de la suspension bactérienne standardisée.

La pré-culture a duré 48 heures agitées a I'aide d’'un diffuseur d'air a température

ambiante de 27 °C, sous aération continue avec un débit d’' air de 0.121ml/mn/ml.

IV-3-3- Laculture

Dans un Erlenmeyer de 1litre, 500 ml du milieu de culture de glucose ont été
ensemencé avec 200 ml de la pré-culture puis incubé a température ambiante de 27 °C
pendant 7 jours avec une agitation continue a I’aide d’'un diffuseur d'air avec un débit de
0.034ml/mn/ml (Figure 15).
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Diffuseur

d aire

l . ; -
culture

I Filtre

Perfuseur antibactérien

Figure 15 : Photo indiquant la méthode d’incubation a I’aide d’un diffuseur d’aire pour

la production de biosurfactant.

Comme cette image le montre, le diffuseur d'aire est relié a notre culture par deux
perfuseurs, qui sont reliés entre eux avec un filtre antibactérien, qui nous permet de filtrer

I’aire qui passe, et d’ éviter les contaminations.

IV-4- Suivi dela cinétique de croissance de la souche bactérienne

IV-4-1- Mesure dela densité optique
Pour le suivit de la croissance bactérienne, nous avons mesuré la densité optique
durant toute la période d’incubation al’ aide d' un spectrophotomeétre avec une longueur

d’ onde de 600 nm pondent 7 jours.
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Figure 16 : Photo représentant un Spectrophotométre.

IV-4-2- Index d’ émulsification E24

L’index d’'émulsification permet de vérifier la capacité des souches a émulsionner une
phase hydrophobe (hydrocarbure) dans une phase hydrophile (milieu de culture).

Il a été mis au point par BRODRICK et COONEY pour étre ensuite modifiée par
FRANCY et al., (1991) et BODOUR et al., (2004).

Letest consiste amélanger dans un tube aessai : 2 ml de gasoil avec 2 ml du milieu de
culture centrifugé a 3000 tours /min pendant 20 min afin d’ éliminer les cellules bactériennes
et utiliser le surnageant.

Apres agitation a I’aide d’'un vortex pendant 2 min, les tubes sont laissés au repos
pendant 24h a température ambiante, ensuite nous procédons aux mesures de I'index
d’ émulsification en utilisant I’ équation 2. C’'est |e rapport de la hauteur d’ émulsion formée sur

la hauteur totale du mélange dans le tube, le tout multiplié par 100.

Ex=(He/Ht)x100 (Equation 2).

Dont :
» He : hauteur d’émulsion ;
» Ht : hauteur totale du mélange.
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I'V-5- Extraction du biosurfactant
Les biosurfactants sont extraits en utilisant la méthode de SILVA et al., (2010). Selon
le protocole suivant :

» L’extraction du biosurfactant du milieu de culture se fait par centrifugation a 5000
tours/30 min;

» Lesurnageant est récupéré et gjusté aun pH de 2 en utilisant du Hcl 6M,

» Ensuite le méme volume de chloroforme / méthanol (CHCL3/CH3OH) est gjouté au
surnageant et mélangé rigoureusement pendant 15 min ; observation de la séparation
de deux phases organique et inorganique,

» Laphase organique est enlevée, et I’ opération est répétée une deuxiémefois ;

» Le produit concentré dans la phase organique est mis dans un Rota-vapeur (pour
extraire les biosurfactants) jusqu’ a évaporation du solvant. (Figure 17)

» A lafin, un produit visgueux jaunétre est obtenu auquel du méthanol est gjouté.

» Le mélange est laissé a température ambiante jusqu'd évaporation du solvant
(méthanal).

Figure 17 : Extraction du biosurfactant al’aide du rota-vapeur detype Heidolph
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|V-5-1- Caractérisation du biosurfactant

» Analyse par spectroscopie infrarouge atransformée de Fourier

La Spectroscopie Infrarouge a Transformeée de Fourier (FTIR : Fourier Transformed
InfraRed spectroscopy) est une méthode d analyse chimique basée sur I’absorption d'un
rayonnement infrarouge par le matériau a analyser.

Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques,
d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau. Cette méthode
d'analyse est ssimple a mettre en ceuvre et non destructive.

Elle est fondée sur le principe que les molécules absorbent a des fréquences qui sont
caractéristiques de leur structure. Ces dernieres correspondent a I’ énergie de transition de
liaisons vibrantes. Le spectre IR qui résulte permet d’identifier les liaisons.

L'apparell de mesure est un "spectrophotométre a transformée de Fourier"
(PerKinElmer Spectrum two). Il projette sur I’échantillon un rayonnement infrarouge et
mesure les longueurs d’onde sous lesguelles le matériau absorbe les photons, ainsi que les

intensités de cette absorption (Figure 18).

Figure 18: Spectrophotométre Infrarouge a Transformée de Fourier (Perkin Elmer
Spectrum two).
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» Meéthodologie detravail

- 4 mg de KBR (Bromure de Potassium) avec 0.1g de note échantillon (le
biosurfactants) ; sont mélangés rigoureusement jusgu’ a obtention d’ une patte ;

- Une petite quantité de cette patte est placée sur un moule, puis passee au
compresseur pour obtenir un disque ;

- Le disque est retiré délicatement et le poser sur la plague du spectroscope et
observer (Figure 19).

Reactif du KBR

I

plaque du sopecrophotometre

Systéme de compression

Figure 19: Les éapesdela Spectroscopie a Transformeée de Fourier

IV-5-2- Etude de |’ effet antibactérien du biosurfactant produit
Nous avons entrepris dans cette étude de I’ effet antibactérien éventuel du biosurfactant
produit, sur certaines souches bactériennes. Pour ce faire nous avons utilise ;
» Quatre souches bactériennes: E.coli, Bacillus cereus (ATCC14579), Kellebsiella
pneumonia et Staphylococcus aureus MUS0 ;
» 0,189 de notre échantillon de biosurfactant ont été dilué dans 3 ml d’eau distillée, ce
qui nous fait une concentration de 0,06g/ml) ;
» Nous avons effectué des dilutions pour cette solution mére a savoir 1/2, 1/5, 1/10, et
utilisé pour chague souche un témoin positif spécifique, et un témoin négatif qui est de
I’eau distillée.
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» Lestémoins positifs sont des antibiotiques de référence : il s agit de :
- Néomycine pour Bacillus
- Céfoxitine (FOX) pour Klebsiella
- Colistine (CS) pour E.coli
- SXT pour Saphylococcus
» Aprés standardisation des souches, nous avons ensemencé des boites de pétri
contenant le milieu Muller Hinton (MH),
» Nous avons utilisé des disgues fabriqués a base du papier wattman,

» Dans chague boite ensemencée avec nos bactéries, nous avons disposé 4 disques,

1 — Disgue imbibé avec la solution mére

2 ——» Disgueimbibé avec la solution diluée & 1/2
3 ——— Disgueimbibé avec la solution diluée & 1/5
4 ———» Disque imbibé avec la solution diluée 3 /10

» Ensemencement de deux autres boites pour chaque bactérie dans lesquelles nous
avons disposé les témoins négatifs et les témoins positifs ;
» Incubation des boites a 37 °C pendant 24h.

poite de pétri

souche test

milieu de culture
gelosé (MH)

disue imbibe de nos
solution

zone d'hinibition

bacterie dévlopper

Figure 20: [llustration montrant la méthode d’ antibiogramme avec des disques
(ZAIKA ,1987)
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IV-6- Optimisation del’ effet du biosurfactant produit sur la croissance de la plante
(Lensculinaris)

Selon les travaux réalisés par nos camarades précédemment MOUFOUK et
KABOUCHE intitulé (cinétigue de production de biosurfactants par une souche de
Pseudomonas cultivée sur milieux empiriques et evaluation de deux effet : antimicrobien et
stimulateur de croissance), il sest avéré que le biosurfactant produit par la souche
Pseudomonas sp possede une influence positive sur la croissance de la lentille (Lens
culinaris). Notre objectif est de connaitre la concentration optimale de ce dernier, a coté de
deux autres parameétres.

Dans cette partie de notre travail, nous avons pour but d’ optimiser la croissance de la
lentille (Lens culinaris), en faisant varier trois paramétres (température, pH et concentration
en biosurfactants obtenus), et mesurer la réponse selon: la hauteur, le poids sec, et le
pourcentage de germination. Pour cela, nous avons fait appel a un logiciel informatique
« STATISTICA » (Release version 7).

A lafin de ces expériences, nous allons introduire les réponses dans le logiciel afin de
déduire la combinaison parfaite entre la température optimale, la concentration optimale du
biosurfactant, et le pH optimum.

La matrice est sous forme de valeurs codées et pour déduire les valeurs rédlles,

I’Equation 3 est utilisée.

x — [xmax + xmin]/2

X = _
[xmax — xmin]/2 ceveeeeeiiiiiiianiiiee. (Equation 3)

AVec :

e X :lavaleur codée;
e X :desvaeursred, dont :

Xmin : lavaleur minimale ;

Xmax © lavaleur maximale.

Lamatrice qui a été forme par lelogiciel est indiguée dansle (Tableau V1)
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Tableau VI : Tableau indiquant la matrice formé par lelogiciel STATISTICA

Nombre d’ expériences Température pH Concentration en
biosurfactants
1 -1,00000 -1,00000 -1,00000
2 -1,00000 -1,00000 1,00000
3 -1,00000 1,00000 -1,00000
4 -1,00000 1,00000 1,00000
5 1,00000 -1,00000 -1,00000
6 1,00000 -1,00000 1,00000
7 1,00000 1,00000 -1,00000
8 1,00000 1,00000 1,00000
9 -1,68179 0,00000 0,00000
10 1,68179 0,00000 0,00000
11 0,00000 -1,68179 0,00000
12 0,00000 1,68179 0,00000
13 0,00000 0,00000 -1,68179
14 0,00000 0,00000 1,68179
15 0,00000 0,00000 0,00000
16 0,00000 0,00000 0,00000

(-1;1;0,0;-1,68179; 1,68179) sont des valeurs codées, avec :

» (-1) vaeur minimale ;
(1) valeur maximale ;

(0) valeurs moyennes

Dans cette partie du travail et pour chaque parameétre, il faut fixer :

(-1,68179) pour des valeursinferieure alaminimale ;

(1,68179) pour des valeurs supérieure alamaximale.

» Unevaleur rédle maximale et minimale ;

» Puis déduire lavaleur moyenne de chacun ;

» Ensuiteal’aide del’équation 3 on calcule les valeurs réelles codées par (-1,68179 et

1,68179) pour chague parameétre.

Apres avoir effectué tous les calculs nous avons obtenu le tableau suivant :
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Tableau VII : Tableau représentant les combinaisons des expériences en valeursréelles

Température (°C) pH Concentration du biosurfactant
(/50 ml)

1 19 4 0,02

2 19 4 0,2

3 19 8 0,02

4 19 8 0,2

5 25 4 0,02

6 25 4 0,2

7 25 8 0,02

8 25 8 0,2

9 17 6 0,11

10 27 6 0,11

11 22 2,63 0,11

12 22 9.36 0,11

13 22 6 0,041

14 22 6 0,26

15 22 6 0,11

16 22 6 0,11

IV-7- Laculturedeslentilles Lensculinaris

Pour la culture des lentilles, nous avons congu un protocole nous-mémes (Figure 21) :
il sagit d’une boite de carton fermée, sur laquelle nous avons fixé une lampe blanche (néon)
d'une puissance de 10 W, ce qui éguivaut & 100 lumens assurant |'éclairage et un
thermomeétre pour controler latempérature a1’ intérieur de la boite.

Les différentes valeurs de température ont été maintenues al’ aide d’ un climatiseur.
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Figure 21 : Dispositif expérimental utilisé

IV-7-1- Préparation des solutions d’ arrosage

D’ aprés le tableau, nous avons besoin de 9 solutions d'arrosage. De ce fait, nous
avons pris 9 flacons dans lesquels nous avons versé 50 ml d’eau minérale (Lala Khadija).
Dans chague flacon, nous avons dissous respectivement les concentrations de biosurfactant et

réglé le pH commeil est indiqué dans le tableau de la matrice.

IV-7-2- Laculture
L es étapes ci-dessous sont réalisées dans |’ ordre pour les cing expériences
correspondant aux cing températures. (17 °C, 19°C, 22°C, 25°C, 27°C).

- Nous avons préparé 5 boites de pétri bien étiquetées ;

- Dans chaque boite, nous avons dépose 15 graines de lentilles bien lavées, que nous
avons recouvert avec 50 g de terre préal ablement autoclaver, pendant 20 min a
120°C;

- Puisnous les avons arrosés avec | es solutions adéquates pondant 8 jours.
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V-1-Résultats destests de vérification dela pureté de la souche

V-1-1- Etude macr oscopique

Aprés ensemencement de la souche sur de la gélose nutritive et milieu Hektoen, puis
incubation & 37°C pendants 24h, les résultats sont comme suite :

Sur gélose nutritive nous avons observé I’ apparition de colonies irréguliéres de
couleur blanc jaunétre visqueuse, et sur milieu Hektoen nous avons observé de petites

colonies de couleur bleu-vert bombée (Figure 22).

Figure 22 : Aspect macroscopique de la souche Pseudomonas sp. cultivée sur les deux
milieux GN et Hektoen.

V-1-2- Etude microscopique

Pour confirmer | hypothése posée apres |’ é&tude macroscopique, une coloration de
Gram a étéréalisée, ainsi qu’'un test de catalase.

A I'issue de cette étape (coloration de Gram) et apres observation au microscope
photonique, nous avons pu distinguer la forme, le type et I’ arrangement des cellules ou nous
avons observé des cellules de forme batonnet, coloré en rose, arranger en mono et diplo-
bacille (Figure 23).
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Figure 23 : La coloration de gram aprés observation au microscope photonique
G100

V-1-3- Test dela catalase

Apres la disposition d'une goutte de H2O2 sur une lame préalablement stérilisée avec
de I’alcooal, et le dépbt d'un petit échantillon de notre souche a tester, sur la goutte de H20,

nous avons observé une effervescence immédiate (Figure 24).

Figure 24 :L’effervissance apresle test de catalas



ChapitreV Résultats et discussion

D’ apres les résultats macroscopiques et microscopiques obtenus, et le résultat de test
de catalase, nous pouvons déduire que notre souche peut étre rattachée au genre Pseudomonas
sp.

Les Pseudomonas sp. sont des bacilles & Gram négatif, opportuniste mobile grace un
flagelle polaire. Les souches du genre Pseudomonas sont dépourvues de spores et de capsules.
elles apparaissent plus souvent isolées ou en diplobacille.

V-2- Lesuivi dela croissance bactérienne
Le suivi de la croissance bactérienne dans le milieu glucose a été réalisé par la mesure
de la densité optique a une longueur d’ onde de 600 nm pendant toute la période d'incubation,

D’ apres les résultats obtenus, nous avons pu tracer la courbe suivante (Figure 25).

25
LA DO EN FONCTION DU TEMPS
2
&
:
21
0.5
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

TEMPS EN HEUR

Figure 25 : Lesuivi dela croissance de la souche pseudomonas sp. sur le milieu glucose.

La courbe de croissance de notre souche Pseudomonas sp. ressemblais a une courbe

typique de croissance bactérienne, caractérisée par une courte phase de latence, suivit par une
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longue phase de croissance exponentielle, puis par une brusque phase de déclin due a
I’ épui sement des nutriments dans le milieu.

V-3- Extraction du biosurfactant

Apres |e passage de |a phase organique au rota-vapeur pour |’ extraction du biosurfactant, nous
avons obtenu une poudre, €lle est représentée dans la (Figur e 26).

Figure 26 : Pesage du biosurfactant produit

Comme nous le montre la figure ci-dessus, nous avons obtenu une production de 6.4727g de

biosurfactant pour 700 ml de milieu de culture utilisé.

V-4- Caractérisation du biosurfactant produit

Aprés I'analyse du biosurfactant produit par la souche pseudomonas sp. Avec d'un
spectroscope infrarouge a transformé de Fourier, nous avons obtenu un spectre (Figure 27)
qui comporte une zone de nombre d’ ondes qui s étend de 400 cm™ a 4000 cm™. Le spectre
montre dans cette zone le O-H lier (alcool) une vibration d’ éongation 23369,18 cm?, le C-H
une vibration d’ éongation a 2932,25 cm™. Ensuite vient C-O une vibration d’ @ongation de
1734,84cm™ suivi par la suite par le C=C vibration d’ @ongation de1634,04 cm. Dans la zone

1404 cm® nous observons un pic représentant le O-H d lune vibration de déformation, une
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vibration d’ élongation C-O & 1076,51 cm™, et une autre vibration o élangation C=CH vers
800 cm! et une vibration d’ élongation C-H vers 700 cm'™.

D’ apres les résultats obtenus, et en les comparants al’intensité des pics destables IR,
nous avons pu déduire que le biosurfactant produit semble appartenir  a classe des
glycolipides (peut ére des rhamnolipides). Et cela est di a la présence des vibrations
d élongation OH qui représente les OH lier du cycle glycosidique et ceux des groupements
COOH.

Les CH représentent les CH> des chaines d'acides gras. Et les vibrations

d élongations C-O représentent les liaisons eter entre les deux acides grasdu glycolipides

Les rhamnolipides est un type de biosurfactant de nature glycolipidiques qui contient
une ou deux molécules de rhamnose lier & une ou deux molécules d'acide f-
hydroxydécanoique. Les souches Pseudomonas sont connues pour leur production de ce type

de polymeére.

c-o

O-H

-C-H C=C
Cc=0 C=CH
o, OH

-1

Figure 27 : Caractérisation du biosurfactants produits par spectr oscope a transformée

deFourier.
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V-5- Etude del’ effet antibactérien du biosurfactants produit :

Nous avons effectué des tests pour vérifier s le biosurfactant produit présente des
effets antibactériens éventuels.

Apres incubation de nos boites contenant les souches & testé avec les disgues imbiber
de solution de biosurfactants, a 37 °C pondent 24h. Nous avons obtenus des résultats

représentés dans | e tableau suivant (Tableau VII1).

Tableau VIII : Effet antibactérien du biosurfactants produit.

Concentration Bacillus Klebsiella Staphylococcus E.coli
Du biosurfactant

Solution
Meére - - - -

Dilutions
14 - - - -

Dilutions
1/5 - - - -

Dilutions
1/10 - - - -

L’antibiotique | Bacillus Klebsiella Saphylococcus E. coli
deréférence

Neomycine +

Cefoxytine
(FOX)

Colistine +

SXT +

Témoin négatifs - - - -

D’apres les tests effectués sur les quatre souches bactériennes: E. cali,
Saphylococcus, Bacillus, Klebsiella, nous avons remarqué que la solution meére des
biosurfactants avec une concentration de 0.06 g/ml, ainsi que les différentes dilutions,
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n'avaient pas eu d’ effet antibactérien sur ces souches, qui peut étre expliquée par le fait quela
concentration du biosurfactants utilisé n’ éaient pas suffisantes.

D’aprés des recherches effectuées dans ce domaine, il a éé démontré que les
biosurfactants ont un effet antibactérien, et aussi un effet anti fungique et antiviral. Aing,
NITSCHKE et al.,(2010) ont rapporté une activité antibactérienne des rhamnolipides
produits par la souche Pseudomonas aeruginosa, contre de nombreuses bactéries incluant
Bacillus, Saphylococcus, Micrococcus. Comme I'ont aussi souligné KACHHOLZ et
SCHLINGMANN, 1987, les rhamnolipides ont aussi un effet antibactérien, sans pour autant

étre nocif pour I’ é&re humain et |’ environnement.

V-6- Optimisation de |’ effet du biosurfactant produit sur la crossance de la plante

lentilles Lens culinaris

Dans la perspective de I’ application des biosurfactants en tant que bio-stimulant de la
croissance de la plante « Lens culinaris Medik», nous avons entrepris d’ examiner les effets de
trois parametres (facteurs) qui sont : la température, pH et concentration en biosurfactants.
Pour ce faire, la méthode de surface de réponse a été appliquée par le biais du logiciel
STATISTICA (Release 7.0). Cette méthode nous a permis de déterminer une relation entre les
facteurs en questions appelées variables d entrée et trois réponses de sortie désignées par Y1,
Y2 et Y3. La premiére des trois correspond au poids sec en (g), la seconde représente la
hauteur de latige en (cm) et latroisiéme représente |e taux de germination.

Au total, 17 essais expérimentaux ont été réalisés en plus du témoin négatif. Les
valeurs obtenues inhérentes aux trois réponses sont indiquées dans le tableau suivant
(Tableau I X).
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Tableau | X: Lesvaleurs expérimentales obtenuesdestroisréponses (Y1, Yz et Y3)

Concentration | Poidssec | Hauteur % de
Essai Température pH en Y1 moyenne | germination

biosurfactant v2 Y3

1 19 4 0,02 0,0032g | 1,7cm 6,66

2 19 4 0,2 0 0 0

3 19 8 0,02 0,0109g | 1,65cm 26,66

4 19 8 0,2 0 0 0

5 25 4 0,02 0,0160g | 6,6cm 13,33

6 25 4 0,2 0,0029g |41 6,66

7 25 8 0,02 0,0876g | 12 33,33

8 25 8 0,2 0,01159 |45 6,66

9 17 6 0,11 0 0 0

10 27 6 0,11 0 0 0

11 22 2,63 0,11 0,0301 1,58 40

12 22 9,36 0,11 0,0042 0,5 6,66

13 22 6 0,041 0,0431 1,53 66,66

14 22 6 0,26 0 0 0

15 22 6 0,11 0,0041 1,2 6,66

16 22 6 0,11 0 0 0

17 T(-) - - 0,0267g | 292 33,33

D’ apres les résultats de ce tableau, on constate que |’essai 7avec la température de
25°C et pH de 8, et aune faible concentration en biosurfactants qui est de 0,02g/50ml donne

une bonne croissance de la plante lentille « Lens culinaris » :

» La hauteur moyenne de (12 cm) par rapport au témoin négatif qui est de (2,92), une
différence trés importante ;

» Un poids sec de (0,0876 g) par rapport au témoin négatif qui est de (0,0267) ;
ouv
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» Un pourcentage de germination équivalent au témoin négatif qui est de (33,33%).

D’autre part, I'essai 13 a température de 22°C avec un pH de 6, montre un
pourcentage de germination élevé (66,66%) par rapport al’ 7 et au témoin négatif, et cela
toujours a une faible concentration en biosurfactants qui est de (0,041), cependant son effet
sur la croissance de la plante est faible (hauteur moyenne de 1,53 cm), par rapport au témoin
qui est de 2,92 cm et I’ essai 7 qui est de (12cm).

Pour ce qui est de I’essai 11, nous observons un pourcentage de germination éevé
(40%) par rapport al'essai 7 et au témoin négatif, ce malgré une concentration élever en
biosurfactants 0,11 (par rapport a 0,02) et un pH tres acide (2,63), mais concernant la hauteur
moyenne et le poids sec de la plante, les valeurs obtenues ne présentent pas vraiment une

différence importante en comparaison avec letémoin et |’ essai 7.

pour la plupart des concentrations en biosurfactants qui sont supérieures 0,02 et
0.041g/50 ml nous avons remarqué qu’il n'y a pas eu de gémination de la plante éudiée.

V-6-1- Analysedelaréponse Y1
V-6-1-1- Estimation des effets des facteurs sur laréponse Y1 (poids sec)

Sur la base de leurs effets, les trois variables ou facteurs considérés, ont été criblés, et
ce, au seuil de confidentialité de 90%.

Les résultats rapportés dans le (Tableau X) montrent que les facteursX 1 (température)
et X3 (concentration en biosurfactants) semble exercer un effet linéaire significatif sur la
réponse Y 1(le poids sec de la plante) avec une p-value (p<0,1) qui sont respectivement de
0,076805 pour X1 et 0,040284 pour X2.

On constate par ailleurs, que la valeur quadratique de X3 (concentration en
biosurfactant) exerce un effet significatif par une (p<0,1) qui est de 0.095665. Le reste des
effets quadratiques ne sont pas significatifs car lavaleur de la p-value est supérieure a0,1.

Les effets significatifs de I’ interaction entre les différents facteurs, pris deux par deux,
montrent en premier lieu I’ effet d'interaction de X1 et X2, qui ont un effet  significatif positif
sur la réponse Y1, alors que le facteur X2 seul il n’exerce aucun effet.par conséquent , on
constate que I’ interaction des facteurs X1 et X2 agit sur le poids de la plante.

Cependant, I’ interaction des deux autres facteurs X1 et X3 exerce un effet significatif
négatif qui est de (-9,15854), qui se traduit par le fait que si un facteur exerce un effet positif,

61



ChapitreV

Résultats et discussion

le deuxieme exerce un effet inverse, c'est-a-dire que I’ autre parametre va agir négativement et

vice-versa, aussi pour ce qui est de I'interaction entre X2 et X3 (-8,62195), ont un effet

significatif mais agissent négativement.

Tableau X : Estimation des effets des facteurssur laréponse Y 1.

Poids sec
Facteur Erreur ~95% +95%
Effet standard T P Cnf.Limt Cnf.Limt
Constante (ordonnée a 0,007268 0,001807 4,0226 0,155117 -0,015689 0,03022
I’ origine)
Température (Linéaire X,) 0,013139 0,001593 8,2485 0,076805 -0,007101 0,033379
Température (Quadratique -0,006311 0.001804 -3,4989 0,177226 -0,029230 0,001660
X1?)
pH (linéaire X>) 0,004442 0,001587 2,7990 0,218446 -0,015721 0,02460
pH (Quadratique X>?) 0,005969 0,001775 3,3632 0,183989 -0,016581 0,02851
Concentration du -0,024245 0,001536 -15,7822 0,040284 -0,043764 -0,004725
biosurfactant
(Xslinéaire)
Concentration du 0,011811 0,001788 6,6045 0,095665 -0,010912 0,03453
biosurfactants (quadratique
X3?)
Interaction X1 X2 0,018125 0,002050 8,8415 0,071699 -0,007923 0,04417
Interaction X1 X3 -0,016585 0,001811 -9,1585 0,069237 -0,039593 0,00642
Interaction Xz X3 -0,015613 0,001811 -8,6220 0.073509 -0,038622 0,00739

Si P*¥<0,1 I’effet est significatif.

» Lediagrammede Pareto

C’est un histogramme qui permet de visualiser I'importance des différentes parties ou

catégories d’ un ensemble précédemment analysé et chiffré, souslaforme d’ un classement.

Il affiche les valeurs des effets standardisés et établit une ligne de référence sur le

diagramme. Tout effet qui dépasse cette ligne de référence est potentiellement important.

En d autres termes, il permet d'identifier les effets les plus influents sur la réponse

étudiée et de détecter les effets des facteurs les plus importants et leurs interactions sur un

processus.
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Les effets standardisés sont calculés en divisant I'effet par son erreur standard
(NEUREITER et al., 2002 ; ANDERSON et WHITCOMB, 2015).

Les valeurs numeériques des effets standardisés des trois facteurs sur la réponse Y1

sont illustrées dans e diagramme de Pareto (Figur e 28).
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Figure 28 : Diagramme de Par eto des effets sur laréponse Y1 (poids sec)

Les résultats rapportés dans ce diagramme montrent que les facteurs ayant un effet
significatif (p<0,1), influent soit négativement ou positivement sur laréponse Y 1.

D’aprés le diagramme nous constatons que L’effet linéaire du 3™ paramétre X3
(concentration en biosurfactants) qui est de I’ordre (-15,78) exerce un effet significatif
négatif tres important sur la réponse Y1, dépasse tres largement la ligne de référence qui est
de 0,1. Ce qui démontre, que la croissance de la plante est favorisee a des faibles

concentrations en biosurfactants qui se traduit par poids sec de notre plante. (Tableau I X).

Nous constatons également que I’ effet linéaire du premier parameétre (température),
qui est de I’ordre (8.24), exerce un effet significatif positif important sur la réponse Y1

puisqu’ elle est supérieure a la valeur seuil de (0,1). Ce qui signifie que plus on augmente la
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température plus nous avons une croissance qui Se traduit par une masse importante de notre

plante apres sechage.

L’interaction des deux paramétres X1 et X3 qui est de I'ordre de (-9,15) est
significativement negatif. Celasignifie que si |I’un des facteurs agit d’ une maniere positive sur
poids sec de notre plante( réponse Y1) |’autre parametre vas inhiber |’ effet du premier, en
agissant négativement comme de cas de |a concentration en biosurfactant et le pH.

L’interaction du premier paramétre X1 (température) X2 (pH) qui est de 8,24, exerce

un effet significativement positif important sur laréponse Y 1.
V-6-1-2-M odélisation delaréponse Y1
L’ estimation des coefficients de régression du modéle mathématique lié a la réponse

Y 1 est donnée dansle (Tableau XI).

Tableau XI : Estimation des coefficients de régression du modéle mathématique lié a la

réponse Y1l
Poidsseceng
Facteurs Coefficient derégression Erreur standard
Constante (ordonnée a 0,056835
I’origine) -0,086764
X1 linéaire 0,012744 0,004554
Xiquadratique 0,000351 0,000100
Xolinéaire -0,035156 0,004664
X2 quadratique 0,000746 0,000222
Xz linéaire 0,681817 0,097200
X3z quadratique 0,934399 0,141479
Interaction entre X, et Xz 0,001510 0,000171
Interaction entre X.et Xz -0,34769 0,003796
Interaction entre Xoet Xs -0,049097 0,005694
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Les valeurs de ces coefficients sont utilisées pour établir le modéele mathématique du

second degré associé a la réponse Y1. L’éguation du modele s écrit comme suit (Equation
5):

Y1 = -0,086764+ 0,012744 X1 - 0,000351 X12- 0,035156 X2 + 0,000746
X22+0,681817 X3 + 0,93499 X 32+ 0,001510 X1 X2- 0,034769 X1 X3- 0,049097 X2X3.

V-6-1-3. Représentation graphique des surfaces deréponses associée alaréponse Y1
Les surfaces de réponses présentent les variations d' une réponse donnée en fonction de

deux facteurs alafois, les autres facteurs éant maintenus constants.

La (Figure 29) représente les surfaces de réponses associées alaréponse Y 1.
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Figure 29 : Représentation des surfaces deréponse associées alaréponse Y 1.

La surface de réponse est représentée en trois dimensions dans lafigure 29 (a) avec la

variation de deux paramétres a la fois (température et pH), la réponse étant le poids sec de la
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plante apres sechage. La partie rouge du graphe correspond aux vaeurs maximales de la
réponse.

Un maximum de réponse pour un poids sec compris entre 0,04g et 0,08 g est
enregistré pour des valeurs de température comprises entre 22°C et 28°C et de pH allant de 6
a 10 (figure 29 c).

LA figure 29 (b), représente la surface de réponse pour la variation des deux facteurs ;
la concentration du biosurfactant et la température. Un maximum de réponse de 0,04g a
0,08g est enregistré a des concentrations de biosurfactant comprise entre 0,01 et 0,10 g/50ml et
des valeurs de température allant de 21°C a 28 °C.

figure 29 (c), traduit |’ effet des variations de la concentration du biosurfactant et du
pH sur le poids sec de la plante. Une réponse de 0,06 g a 0,10g (réponse maximale) ont été
enregistré a des concentrations en biosurfactant allant de 0,01 a 0,08 g/50 ml et des pH

comprisentre 6 et 10.

V-6-2- Analysedelaréponse Y2

V-6-2-1-Estimation des effets desfacteurs sur laréponse Y2 (hauteur delaplanteen cm)

Les résultats rapportés dans le (tableau XI1) montrent que seul le facteur X1
(température) semble exercer un effet linéaire significatif sur la réponse Y 2 avec une p-vaue
est de 0,088689 (<0.1).Alors que, le reste des facteurs n'ont pas d effet significatif sur la
réponse Y 2.

67



ChapitreV

Résultats et discussion

Tableau XI1I : Estimation des effets des facteurssur laréponse Y 2.

La hauteur en cm

Facteur
Effet Erreur T P -95% +95%
standard Cnf.Limt |Cnf.Limt
Constanted’ordonnéeal’ | -0,25284 0,528797 -0,47815 0,716059 -6,97185 6,466160
origine
Températurelinéaire X1 | 3,32489 0,466218 7,13163 0,088689 -2,59896 9,248753
Température quadratique | 0,82898 0,527938 1,57023 0,361012 | -5,87910 7,537070
x2
pH X2 0,43536 0,464447 0,93738 0,520571 -5,46600 6,336726
pH quadratique X 22 1,53628 0,519439 2,95757 0,207569 -5,06382 8,136368
Concentration du -2,70599 0,449624 -6,01835 0,104822 -8,41901 3,007017
biosurfactant X3
Concentration du 2,99309 0,523425 5,71827 0,110216 -3,65766 9,643837
biosurfactants quadratique
X3?
Interaction X1 X2 1,46250 0,600000 2,43750 0,247847 -6,16122 9,086223
Interaction X1 X3 -1,46854 0,530000 -2,77083 0,220496 -8,20283 5,265747
Interaction X2 X3 -1,09312 0,530000 -2,06250 0,287404 -7,82741 5,641164

Si P<0,1 I’effet est significatif

» Lediagrammede Pareto

Les effets standardisés des trois facteurs sur la réponse Y2 sont représenté dans le

diagramme de Pareto (Figure 30).
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(1)Température (°C)(L)

-

(3)Cocentration de biosurfactant (g/50ml)(L)
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Figure 30: Diagramme de Par eto des effets des trois facteurs X1, X2, X3, sur la réponse
Y 2 (hauteur moyenne de la plante)

D’ aprés e diagramme nous constatons que seul I’ effet linéaire du premier parametre
X1 (température) qui est de I’ordre 7,13 exerce un effet positif significatif important sur la
réponse Y 2, plus nous augmentons |a température plus nous avons une croissance importante
(hauteur importante) de notre plante. Comme nous le montre I’essai O7représenté dans le
(Tableau I X) qui est de (12 cm) par rapport aux autres essais.

Alors que, le reste des facteurs ainsi que les différentes interactions ont un effet non

significatif sur laréponse Y 2.

V-6-2-2- Modélisation delaréponse Y2

L’ estimation des coefficients de régression du modéle mathématique lié a la réponse
Y 2 est donnée dans le (Tableau XI11).
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Tableau X111 : Estimation des coefficients derégression du modéele mathématiqueliéa

laréponseY2.
Facteurs Hauteur moyenne
Coefficient derégression
Constante (ordonnée al’origine) 27,0360
Xilinéaire -1,8325
Xiquadratique 0,0461
Xolinéaire -4,4626
X2 quadratique 0,1920
X3 linéaire 14,2723
X3 quadratique 236,7856
Interaction entre Xiet X 0,1219
Interaction entre Xiet Xs -3,0787
Interaction entre Xzet Xs -3,4375

Les valeurs de ces coefficients sont utilisées pour établir le modéele mathématique du

second degré associé alaréponse Y 2. L’ équation du modéle s écrit comme suit (Equation 5):

Y2= 27,0360- 1,8325 X1 + 0,0461 X12- 4,4626X2 + 0,1920 X22+14,2723 X3 +
236,7856 X 3%+ 0,1219 X1 X2- 3.0787 X1 X3- 3,4375X2X3

V-6-2-3-Repr ésentation graphique des surfaces deréponses associée alaréponse Y 2
Les surfaces de réponses sont représentées par des variations d’ une réponse donnée en

fonction de deux facteursalafois (Figure 31).

70



Résultats et discussion

ChapitreV

(a)

=10

M - 10

B -8

£ <6

(0 ez

Hauteur fcm)

<4

<2

B <0

<2

(b)

o0
— —
AT

fa) Ay

Il <10

B <8

<6

<4

B <2

Hauter (o)

Bl <0

71



ChapitreV Résultats et discussion

(c)

14
1z
mnm |-

fusg) nggnel

I
=9

bom-bd‘]m
i

Il =10
Il - 10
028 pra g Bl <3
[=} =0 OIs
<5 0.2 o8 0.12'1513‘5‘50;-@1 .00 I:l <6
SocEntration o, BlosUt et g, ) e [C1<4
[E=gt=ds ) -
<2
Bl <0

Figure 31 : Représentation graphique des surfaces deréponse associées alaréponse Y 2.

LaFigure 31 (a) représente la surface de réponses des variations de température et de
pH. La réponse éant la hauteur moyenne de la plante, son maximum 10 & 14 cm représenté

en rouge, est enregistré a des valeurs de température comprises entre 24°C et 28°C a des pH
alant de6.5a9.

La Figure 31 (b), représente la surface de réponse des variations de la concentration
en biosurfactants et la température. Une de réponse maximale pour la hauteur moyenne (Y 2
) qui est de 9 a12 cm est observée a des valeurs de températures allant de 23°C a 28°C, et des
concentrations de biosurfactant comprises entre 0,01 et 0,10g/50ml.

Figure 31 (c), exprime la variation des deux facteurs : concentration de biosurfactants
et du pH, le une hauteur moyenne maximale de 9 a 13 cm est enregistré a des pH compris

entre 7 et 10 et des concentrations de biosurfactants allant de 0,01g/50 ml a 0,06g/50 ml.
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V-6-3-AnalysedelaréponseYs

V-6-3-1- Estimation des effets des facteurs sur la réponse Y3 (pourcentage de

gémination)

Les résultats rapportés dans le (Tableau XIV) montrent que seul le facteur X3

(concentration en biosurfactant) semble exercer un effet linéaire significatif

négatif sur la

réponse Y 3 avec une p-value (P<0,1) qui est de 0,074164. Le reste des facteurs ont un effet

non significatif.

Tableau X1V : Estimation des effets desfacteurssur laréponse Y 3.
Pour centage de ger mination
Facteur
Erreur T P -95% +95%
Effet standard Cnf.Limt Cnf.Limt
Constanted’ordonnée al’ 17,1589 2,934824 5,84665 0,107843 -20,1316 54,44936
origine
Températurelinéaire X1 3,9329 2,587509 1,51994 0,370464 -28,9446 36,81027
Température quadratique X2 | -15,2775 2,930055 -5,21405 0,120632 -52,5073 21,95243
pH X2 -3,56215 2,577683 -1,36614 0,402264 -36,2740 29,23110
pH quadratique X 22 1,5552 2,882884 0,53946 0,685056 -35,0753 38,18571
Concentration du -21,3236 2,485412 -8,54511 0,074164 -53,0308 10,38365
biosurfactant X3
Concentration du 2,7426 2,905010 0,94410 0,518300 -34,1690 39,65428
biosurfactants quadratique
X3?
Interaction X1 X2 0,0000 3,330000 0,00000 1,000000 -42,3117 42,31166
Interaction X1 X3 -0,0044 2,941500 -0,00150 0,999044 -37,3797 37,37088
Interaction X2 X3 -8,8333 2,941500 -3,00300 0,204642 -47,2086 28,54197

Si P<0,1 " effet est significatif
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» Lediagrammede Pareto

Les effets standardisés des valeurs numériques des trois facteurs sur la réponse Y3

sont représenté dans le diagramme de Pareto (Figure 32).
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Figure 32 : Diagramme de Pareto des effets sur laréponse Y3

D’apres le diagramme de Pareto nous observons une forte influence de la
concentration en biosurfactant X 3 qui exerce un effet significatif négatif linéaire important,
de I’ordre (-8.54511) sur la réponse Y 3, puisqu’elle est supérieure a la valeur seuil de 0,1.
C est-a-dire, que la croissance de la plante est favorisée a des faibles concentrations en
biosurfactants, avec un taux de germination favorable, comme nous le montre I'essai 07
représenter dans le (tableau |1 X) qui est de 33.33% de méme avec lavaleur du témoin.

Le reste des facteurs ainsi que les différentes interactions n’ont pas eu d' effet sur la

réponse Y 3.
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D’ apres le diagramme de Pareto, nous remarquons gue le facteur X3 exerce un effet
significativement négatif sur laréponse Y 3 (le pourcentage de germination), ¢’ est-a-dire que :

plus concentration du biosurfactant augmente plus le pourcentage de germination diminue.

V-6-3-2- Modélisation delaréponse Y3

L’ estimation des coefficients de régression du modéle mathématique lié a la réponse
Y 3 est donnée dans le (Tableau XV).

Tableau XV : Estimation des coefficients de régression du modele mathématiqueliéala

réponse Y 3.
Facteur Pour centage de ger mination
Coefficient de régression
Constante (ordonnée al’origine) -396,572
X1linéaire 38,001
X1 Quadratique -0849
X2 linéaire 0,134
X2 Quadratique 0,194
X3linéaire -19,530
X3 Quadratique 216,971
Interaction X1 X2 0,000
Interaction X1 X3 -0,009
Interaction X2 X3 -27,778

Les valeurs de ces coefficients sont utilisées pour éablir le modéle mathématique du

second degré associé alaréponse Y 3. L’ équation du modéle s écrit comme suit (Equation 6):

Y 3= -396,572+ 38,001 X1- 0,849 X1+ 0,134X2 + 0,194 X22-19,530 X3 + 216,971
X3%- 0,009 X1 X3 - 27,778X2X3
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V-6-3-3- Représentation graphique des surfaces de réponses associée alaréponse Y3

Les surfaces de réponses sont représentées par des variations d’ une réponse donnée en
fonction de deux facteurs alafois (Figure 33).
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Figure 33 : Représentation des surfaces deréponse associées a laréponse Y 3.

Lafigure 33 représente les surfaces de réponses Y 3 (le pourcentage de germination).
La variation des deux facteurs température et pH sont représenté dans la figure 33 (a) ou

nous observons un maximum de réponse de 30%, représenté sur le graphe en rouge a des
valeurs de température de 24 °C 4 28°C et des pH entre 3 et 10.

La figure 33 (b) représente les variations des températures et les concentrations de

biosurfactants, ou nous observons un pourcentage de germination de 40% (zone rouge) a

des valeurs de température supérieure a 22 °C et a des concentration de biosurfactants
inférieur 0,15g/ 50 ml.

La figure 33 (c) représente la variation des deux facteurs pH et concentration en
biosurfactant, le pourcentage de germination est & son maximum ( 60%) lorsque les valeurs

de pH sont supérieures a 4 et les concentrations de biosurfactant inferieur a 0,08g /50 ml.

Sachant qu'il N y a pas beaucoup déudes portant sur les applications des
biosurfactants en tant que biostimulateur de croissance des plantes, nous avons porté notre
discussion sur I’ effet du pH et latempérature sur cette derniere.
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D’ apres les études entreprises par LIU-WU-TING et al. (2011), les pH acides peuvent
inhiber les activités enzymatiques dépendantes du pH, affectant ainsi la germination de la
plante «Lens culinaris Medik », et les paramétres associés, ainsi que |'assimilation des
nutriments par les racines tels que le phosphore I’ azote et e calcium. Ces résultats coincident
avec les nétres, a savoir que les faibles valeurs de pH semblent inhiber la croissance de la
plante. D’ apres |’ Agence Canadienne d’ inspection des aliments (ACIA., 2014) lespH de6 a8
sont les plus adéquats pour la croissance de Lens culinaris.

SINSAWAT et al. (2004) ET ROY et al. (2012) ont rapporté que les vaeurs de
température optimales de la croissance de Lens culinaris, sont de 18°C et 30°C. Ces résultats
coincident avec les notres, ou nous avons obtenu une croissance maximale représentée dans

les surfaces de réponses pour des intervalles de température comprises entre 22°C et 28°C.

L’influence des biosurfactants sur la croissance des plantes, a été décrite par
SACHDEV et CAMEOTRA (2013). Ces auteurs ont rapporté la capacité des biosurfactants a
faciliter |’ absorption des nutriments et les engrais par les racines des plantes, et ce, a coté de
leurs activités insecticides.

Pour des faibles concentrations de biosurfactant, une croissance importante de la
plante a été observée, et ce, en comparaison avec le témoin négatif. De ce fait, nous pouvons
déduire que le biosurfactant testé semble influencer positivement la croissance de la plante

Lens culinaris.
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Conclusion

L’ objectif de notre étude est I’ optimisation de I’ effet des biosurfactants produits par
une souche de Pseudomonassp. sur la croissance de Lens culinarisMedik, par la variation des
parameétres (variables) suivants : température, pH et concentration de biosurfactant, et ce, en
appliquant la méthode de surfaces de réponses et en considérant les variables de sortie
(réponses) suivantes : lalongueur de latige, le poids sec du végétale ainsi que le pourcentage
de germination.

La souche bactérienne décrite dans notre étude semble produire un biosurfactant
appartenant a la classe des glycolipides. Ces propriétés rendent son utilisation possible dans
plusieurs domainetel que: le traitement des sols contaminés par les hydrocarbures le
nettoyage et la biorémediation des sites contaminés par |'huile ainsi que dans le domaine
agricole.

En présence du milieu de glucose utilis¢ comme unique source de carbone et
d énergie, une production appreéciable de biosurfactants (9,249 / L) a été obtenue.

Les résultats de I’optimisation de I’ effet du biosurfactant sur la croissance de Lens
culinaris montre que le biosurfactant produit exerce un effet positif mais a des faibles
concentrations. Les valeurs moyennes de températures et des pH basiques proches de la
neutralité semblent également influencer positivement la croissance de la plante considérée.

Pour ce qui est du test de I'effet antibactérien du biosurfactant produit, une
concentration de 0.06g/ml a été testée sur les souches E. coli, staphylococcus, Klebsiella et
Bacillus. 1l semble que ce biosurfactant n’exerce pas d’ effet antibacterien avec des faibles

concentrations sur ces souches-la

A la lumiére des résultats obtenus, il est souhaitable de compléter cette étude par des

approches plus approfondies, a savoir :

e L’éude du mécanisme par lequel les biosurfactants agissent sur la croissance de la
plante.

e FEtude del’ effet antibactérien par différente concentration en biosurfactant.

e Ultiliser des approches plus moléculaires pour identifier les souches productrices du
biosurfactants.

e Faire varier d'autres paramétres doptimisations a coté des concentrations en
biosurfactant en utilisant la méthode de surface de réponse.
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Il est souhaitable d' exploiter la production de biosurfactant dans des bioréacteurs afin
d améliorer les rendements de production.
Une approche moléculaire par le séquencage de I’ARN 16S de nos souches isolées

aiderait a déterminer de fagon précise leur affiliation phylogénique.
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Annexe |

LeBouillon ceeur cervelle (BHIB)
Milieu polyvalent riche.

Composition

e Protéose-peptone: 10,0 g

e Infusion de cceur de beeuf : 5,0 g

e Chlorurede sodium: 5,09

e Hydrogénophosphate de sodium: 2,5 g
e pH=74

Concentration finale

37,0 g/ litre. Stérilisation classique.

L e bouillon nutritif (milieu liquide) (BN)
Composition
e Extratdelevure:4,09;
e Tryptone:504q;
e Glucose:50,09;
e Dihydrogénophosphate de potassium : 0,559 ;
e Chlorure de potassium: 0,425 g
e Chloruredecacium: 0,125¢g;
e Chlorureferrique 0,0025 g ;
e Sulfate de manganése: 0,00259 ;
e Vertdebromocresol : 0,022 g ;
e pH=55+02
Concentration finale
e Dissoudre 60,2 g de poudre dans un litre d’ eau distillée. Bien mélanger et repartir.
e Stériliser 15 min a121°C al’ autoclave.
e LepH peut étre gjustéa 6,5 par addition d' une solution a 1% de bicarbonate

desodium



Annexe | |

Lagélose nutritive
Milieu d’isolement non sélectif pour contrdler la pureté d’ une souche ou pour purifier la
souche bactérienne si elle est contaminée.

Composition

e Extraitdeviande: 1,09/ ;

e Extraitdelevure: 259/ ;

e Peptone: 509/l ;

e Chloruredesodium: 5,09/ ;
e Aga:1504dl;

e pH=70

Concentration finale
o 28d/l (stérilisation a I’ autoclave).

Le milieu Mueller-Hinton (MH)
Gélose riche pour laréalisation de I’ antibiogramme standard.

Composition
® Infusion de viande de beeuf: 300,0 ml
® Peptone de cas€ine : 17,5
® Amidon de mals:15aq
® Agar:170aq
* pH=7

Concentration finale

® 38,0 g/l homogéné€is€ puis chauffer en agitant, il faut porter @ €bullition
pendant

environ 1 min.
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Résumé

Les surfactants microbiens ou biosurfactants sont des tensioactifs naturels produits par
des bactéries des levures ou des champignons. Ils possedent une structure moléculaire
amphiphile, constituées d’' un domaine hydrophile (téte polaire), composé d’ acides aminées, d’
hydrates de carbone, d'acool ou d'acide carboxylique suivi d'un domaine hydrophobe
(chaine non polaire) composé d' acides gras a longue chaine ou d’ acides gras hydroxylés. La
réduction de latension superficielle et inter faciale est I’ une des propriétés la plus importante
de ces biosurfactants.

L’ objectif de notre éude est I’optimisation de |’ effet des biosurfactantsproduits par
une souche de Pseudomonas sp. sur la croissance de la plante Lens culinarisMedik, par la
variation des trois parameétres suivants : température, pH et concentration du biosurfactant, en
appliquant la méthode de surfaces de réponses associée aux trois réponses suivantes: la

longueur de latige, le poids du végétale apres sechage, et |e pourcentage de germination.

Apres expé&rimentation, nous avons obtenus un maximum de croissance avec une
hauteur moyenne de 12 cm et un poids de 0.0876g a des concentrations faibles de
biosurfactant et a une température de 25 °C et un pH basique proche de la neutraité en
comparaison au témoin négatif ou la hauteur moyenne ne dépasse pas 2.92 cm et un poids de
0.0267 g.

La caractérisation structurale par Infrarouge a Transformée de Fourier du

biosurfactant produit, suggére son appartenance a la classe des glycolipides.

Mots clés : biosurfactants, Lens culinarisMedik, optimisation, Pseudomonas sp. ,

rhamnolipides.

Abstract

Microbial surfactants or biosurfactants are natural surfactants produced by bacteria,
yeasts or fungi.They have an amphiphilicmolecular structure, consisting of a
hydrophilicdomain (polar head) composed of aminoacids, carbohydrates, acohol or

carboxylicacidfollowed by a hydrophobicdomain (nonpolarchain) composed of long



chainfattyacids or hydroxylatedfattyacids. The reduction of surface and inter-facial tension is
one of the most important properties of thesebiosurfactants.

The objective of ourstudyis to optimize the effect of biosurfactantsproduced by a strain
of Pseudomonas sp. on the growth of the plant Lens culinarisMedik, by the variation of the
threefollowingparameters: temperature, pH and concentration of the biosurfactant, by
applying the method of surfaces of answersassociatedwith the followingthreeanswers: the
length of the stem, the weight of the plant afterdrying, and the percentage of germination.

After experimentation, weobtained maximum growthwith an averageheight of 12 cm
and aweight of 0.0876 g atlow concentrations of biosurfactant and at a temperature of 25 ° C
and a basic pH close to neutralitycompared to the negative control. where the

averagehei ghtdoes not exceed 2.92 cm and aweight of 0.0267 g.

Fourier transforminfrared structural characterization of the biosurfactantproduct,

suggestsitsmembership in the glycolipids class.

keywords: biosurfactants, Lens culinarismedik, optimization, Pseudomonassp.

rhamnolipids



