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Introduction générale 
 

 Page 1 
 

Les surfactants d’origine microbienne font l’objet de nombreuses études, l’attention 

portée aux problèmes d’environnement les faisant bénéficier d’un intérêt croissant. Les 

surfactants sont des molécules qui possèdent une partie hydrophile qui peut être non ionique 

(oxydes), cationique (sels d’ammonium), anionique (sulfates), amphotère et une partie 

hydrophobe. Le surfactant va se trouver à l’interface de phases ayant des degrés de polarité 

différents, comme dans le cas des mélanges eau-huile ou air-eau. La formation d’un film 

moléculaire ordonné abaisse l’énergie interfaciale et est responsable des propriétés 

particulières des surfactants. Beaucoup de molécules biologiques possèdent ce caractère 

amphiphile. Les composés microbiens qui possèdent de telles propriétés sont dénommés 

biosurfactants. 

En termes d’abaissement de tension interfaciale, de la tension de surface, de la stabilité 

thermique et chimique (pH), beaucoup de biosurfactants sont comparables aux surfactants 

synthétiques. Les biosurfactants incluent un grand nombre de structures chimiques, comme 

les glycolipides, les lipopeptides, les complexes polysaccharides, les protéines, les 

phospholipides et les acides gras. La structure la plus commune est celle des glycolipides. Les 

bactéries les plus utilisées dans la production de biosurfactants sont Pseudomonas, 

Rhodococcuc, Torulopsis, Bacillus, Nocardia, Serratia et Corynebacterium. La source de 

carbone peut être un alcane, du glucose, du glycérol, etc. Le choix de la source de carbone 

joue un rôle important sur le rendement et la structure du biosurfactant. 

Comme dans toutes les fermentations, le but recherché est d’augmenter le rendement en 

biosurfactant à partir de la source de carbone. Les biosurfactants constituent un domaine de 

recherche en voie d’émergence. Il apparait en effet que les biosurfactants ont des domaines 

d’application potentiels variés tels que les industries pétrolières, chimiques, agroalimentaires, 

la pharmacie, la cosmétologie, etc. Pour  des raisons technico-économiques, les biosurfactants 

ne sont pas encore utilisés de manière intensive, cependant cela est en train de changer car la 

protection de l’environnement est devenue un critère de choix pour la sélection des produits. 

Contrairement aux surfactants de synthèse, ceux obtenus par voie microbienne sont 

facilement biodégradables et sont donc particulièrement adaptés pour la biodépollution. 

L’objectif principal de cette étude est d’optimiser la production de biosurfactant(s) par 

la souche Pseudomonas sp. en utilisant des milieux de cultures empiriques préparé à base de 

déchets végétaux (épluchures de figues de barbarie et margines d’huile d’olive) ainsi que des 

déchets animaux (têtes de sardine et pattes de poulet) comme source de carbone. 
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Chapitre I : Les Biosurfactants 

 

Les biosurfactants sont des molécules tensioactives produites par certains micro-

organismes. Leur nature tout comme leur pouvoir tensioactif est fortement dépendants du type 

de micro-organisme utilisé (bactérie, levure, champignon), de la souche testée ainsi que du 

substrat nutritif disponible pour leur développement cellulaire. 

Parmi les différents biosurfactants recensés, on trouve aujourd’hui des glycolipides, des 

lipopeptides, des phospholipides, des lipides neutres, des acides gras ou des 

lypopolysaccharides. Tous comme leur analogue de synthèse chimique, ils peuvent avoir des 

propriétés émulsifiantes, moussantes, mouillantes ou encore dispersantes. Certaines de ces 

propriétés peuvent, de plus, être conservées dans des conditions extrêmes telles que pH 

acides, température élevée, etc. 

Compte tenu de leurs potentialités et de leur innocuité, ils sont toujours utilisés dans 

différents domaines d’application tels que l’environnement, l’industrie pétrolière, l’agronomie 

ou encore la cosmétologie et devraient rapidement trouver leur place dans de nouveaux 

secteurs d’applications tels que les industries agro-alimentaires, pharmaceutiques ou encore le 

domaine médicale (Herry et Bellon-Fontaine, 2001). 

 

I.1. Définition du surfactant microbien ou biosurfactant 

 

Les surfactants (SURFace ACTive AgeNTS) sont des agents à activité de surface 

(tensioactifs),  synthétisés  chimiquement  ou  par  voie  biologique  (biosurfactants)  (Al-

Arajil et al., 2007).   

Le surfactant microbien ou biosurfactant est un agent de surface ou tensioactif ayant un 

pôle hydrophile et un pôle hydrophobe, susceptible d’être produit par une grande variété de 

micro-organismes. Cette synthèse est le résultat d’une bioconversion effectuée par une souche 

microbienne à partir d’un substrat hydrocarbonaté ou carbohydraté (Mimouni, 1995). 



                                                                             Etude bibliographique 
 

Page | 3  
 

L’intérêt de l’utilisation des biosurfactants vient de leurs propriétés interfaciales qui 

sont une conséquence de leur structure moléculaire (pole hydrophile et lipophile) (Figure 1) 

et qui leur confère un pouvoir émulsifiant (Banat et al., 1991). 

 

 

 

Figure 1 : Représentations les plus utilisées pour illustrer les deux parties (hydrophile et 

hydrophobe) des molécules amphiphiles des agents de surfaces (Larpent, 1995). 

 

 

I.2. Classification des biosurfactants  

Les biosurfactants sont classés selon leur poids moléculaire et leur structure chimique 

(Rosenberg et Ron, 1999). 

 

I.2.1. Classification selon le poids moléculaire 

D’après Rosenberg et Ron (1999) on distingue deux types de biosurfactants : 

 

 Les biosurfactants à poids moléculaire élevé 

- Les lipoprotéines 

- Les acides gras complexes 
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 Les biosurfactants à poids moléculaire bas 

- Les glycolipides 

- Les lipides neutres 

- Les lipoprotéines 

 

I.2.2. Classification selon la structure chimique 

 

D’après la structure chimique, on distingue les biosurfactants suivants : les glycolipides, 

les lipopolysaccharides, les lipoamino-acide, les lipopeptides, les complexes protéine-

polysaccharidiques, les phospholipides, les acides gras et les lipides neutres (Georgiou et al., 

1992 ; Wagner et Lang, 1996).  

D’après Lang et Wullbrandt (1996) ces différentes structures sont arrangées en quatre 

classes principales de biosurfactants : 

1. Les glycolipides 

2. Les lipopeptides 

3. Les polymères : les lipoprotéines et les lipopolysaccharides 

4. Les phospholipides, les monoglycérides, les diglycérides et les acides gras. 

 

   Selon plusieurs auteurs (Kosaric et al., 1983 ; Rosenberg et al., 1993 ; Desai et al.,  

1997 ;  Prommachan, 2002 ; Al-Arajil  et  al.,  2007 ;  Mulligan,  2009)  les  classes 

majeures de biosurfactants  sont différenciées  essentiellement  par  leur  composition 

chimique et leur origine microbienne (Tableau I ).   
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Tableau I : Les sources microbiennes et les principaux types de biosurfactants produits 

(Desai et al., 1997) 

Biosurfactant Organisme   Référence(s) 

Glycolipides :  

        Rhamnolipides  

  

         

        Trehalolipides  

  

         

        Sophorolipides  

 

 

Pseudomonas aeruginosa  

Pseudomonas sp.  

  

Rhodococcus erythropolis  

Nocardia erythropolis  

Mycobacterium sp.  

Torulopsis bombicola  

T. apicola   

T. petrophilum  

Ustilago zeae, U.maydis  

 

 

Guerra-Santos L. et al., 1984, Robert M. et 

al., 1989  

Hisatsuka K. et al., 1972, Lang S. et al. 1987,  

Parra J. et al. 1989  

Rapp P. et al., 1979  

Margaritis A. et al., 1979,1980,  

Cooper D.G. et al., 1989   

Cooper D.G. et al., 1989, Gobbert U. et 

al.,1984  

Hommel R. et al., 1987, Tulloch P. et al., 

1967  

Cooper D. G. et al., 1983  

Boothroyd, B. et al., 1956,Syldack, C. 1985 

Lipopeptides et 

lipoprotéines : 

        Peptides-lipides  

        Serrawettine  

        Viscosine  

        Surfactine  

        Subtilisine  

        Gramicidines  

        Polymyxines 

 

 

Bacillus licheniformis  

Serratia  marcescens  

P. fluorescens  

B. subtilis  

B. subtilis  

B. brevis  

B. polymyxa 

 

Javaheri, M. et al., 1985, Yakimov, M. et al., 

1996  

Matsuyama, T. et al.,1991  

Neu, T. et al., 1990  

Arima, K. et al., 1968, Bernheimer, A. W. et 

al., 1970  

Bernheimer, A. W. et al., 1970  

Marahiel, M. et al., 1977  

Suzuki, T. et al., 1965 

Acide gras, lipides neutres 

et 

phospholipides : 

       Acide gras 

 

       lipides neutre 

       phospholipides 

 

 

 

Candida lepus  

 

N. erythropolis  

Thiobacillus thiooxidans 

 

 

 

Cooper D.G. et al., 1989,  Cooper D.G. et al., 

1978  

MacDonald, C. R. et al., 1981  

Beeba, J. L. et al., 1971 

Surfactants polymériques :  

         Emulsane  

         Biodispersane  

         Mannane-lipide-

proteine  

         Liposane  

         Hydrates de   

         carbone-proteine-lipide  

         Proteine PA 

 

Acinétobacter calcoaceti 

A. calcoaceticus  

Candida tropicalis  

C. lipolytica  

P. fluorescens  

Debaryomyces polymorp 

P. aeruginosa 

 

Rosenberg, E. et al., 1979,  Zosim, Z., 1982  

Rosenberg, E. et al., 1988   

Kappeli, O. et al., 1984  

Cirigliano, M. C. et al., 1984, 1985  

Desai, A. J. et al., 1988,  Persson, A. et al., 

1988  

Singh, M.et al., 1989  

Hisatsuka, K. et al., 1972, 1977 

Biosurfactants particuliers  

         Vesicles et fimbriae  

         La cellule entière 

 

A. calcoaceticus  

variété de bactéries 

Gutnick, D. L. et al., 1987,  Kappeli, O. et 

al., 1979  

Fattom, A. et al., 1985,  Roggiani, M. et al., 

1993 
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I.3. Propriétés physico-chimique des biosurfactants 

D’après Larpent (1995), les biosurfactants sont des molécules amphiphiles ayant deux 

parties fonctionnelles : 

- une partie lipophile, non polarisée (soluble dans les solutions apolaires). 

- une partie hydrophile, polarisée (soluble dans les solutions aqueuses). 

Cette structure confère aux molécules de biosurfactants un certain nombre de propriétés 

physico-chimiques particulières (Marcou, 1989 ; Larpent, 1995). 

I.3.1. Caractéristiques physiques des biosurfactants 

  I.3.1.1. Diminution des tensions de surface 

Les biosurfactants diminuent considérablement la tension superficielle de l’eau même 

dans les solutions très diluées. Ceci apparait dans l’exemple suivant : la tension superficielle 

de l’eau pure est de 72,80 mN / m (Laurila, 1985). 

I.3.1.2. Concentration micellaire critique (CMC) 

La concentration critique micellaire (CCM) est par définition la concentration d’un 

agent de surface (biosurfactant) au dessus de laquelle, 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  hydrogène  en  phase  aqueuse créent  une  forte  augmentation  de  l'énergie  

libre du système.  Une  façon  d'abaisser  cette  énergie  est  d'isoler  la  partie  hydrophobe  de  

l'eau  par adsorption sur des matrices organiques ou de former des micelles (Haigh, 1996).   

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

portions hydrophiles restent en contact avec l'eau (Figure 2). 



                                                                             Etude bibliographique 
 

Page | 7  
 

 

      Figure 2 : Représentation schématique d'une micelle de biosurfactant (Gabet, 2004). 

 

 

I.3.2. Modification des structures des systèmes diphasiques 

Une émulsion consiste en la dispersion d’un liquide dans un autre sous forme de 

gouttelettes microscopique de 0,1 à 100 nm de diamètre. De façon générale, plus le diamètre 

est  petit plus l’émulsion est stable, selon les types de phases dispersées, on distingue les 

émulsions eau dans l’huile (E/H) et huile dans l’eau (H/E), l’huile désigne ici la phase non 

aqueuse (Zajic et Seffens, 1984). 

I.3.2.1.Emulsification 

La dispersion d’un liquide dans un autre n’est jamais complètement stable. Pour 

préparer une émulsion stable, on peut ajouter un troisième composant qui aura des propriétés 

distinctes, tout d’abord la formation de gouttelettes, puis une fois formées leur stabilisation 

(Zajic et Seffens, 1984).  

I.3.2.2. Balance hydrophile-lipophile 

Le type d’émulsion (eau dans l’huile ou l’huile dans l’eau) que l’émulsifiant peut 

améliorer, est indiqué par son affinité pour l’huile et l’eau, quantifiée par une valeur appelée 

la balance hydrophile-lipophile ou HLB. Cette dernière est définie comme étant le rapport 

entre 20 fois la masse moléculaire de la partie hydrophile et la masse moléculaire de la 

molécule entière. Les biosurfactants les plus hydrophobes auront des valeurs inférieures à 7 

(cas des tréhalose dimycolates ), souvent comprise entre 3 et 6 (Zajic et Seffens, 1984), alors 
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que les plus hydrophiles comme les rhamnolipides auront un coefficient supérieur à 7 

(Haferburg et al., 1986) le plus souvent entre 8 et 10 (Zajic et Seffens, 1984). 

 

I.4. Modes d’action 

  Les biosurfactants agissent de façons différentes : par mobilisation et par 

solubilisation. 

 

I.4.1. Mobilisation 

Par définition, la mobilisation dépend de la capacité des biosurfactants à diminuer les 

tensions interfaciales entre les NAPL (Non Aqueous Phase Liquids) et l’eau lorsque les 

molécules de tensioactifs se partagent à la surface du NAPL (Mc cray et al., 2001).  

La mobilisation se subdivise en deux étapes : une étape de déplacement et une étape de 

dispersion. Le déplacement correspond à la libération des gouttes de NAPL du milieu poreux 

grâce à la réduction des tensions interfaciales. La dispersion est le processus au cours duquel 

les NAPL se dispersent dans la phase aqueuse sous forme de fines émulsions (Bai et al., 

1997). 

 

I.4.2. Solubilisation 

La solubilisation est le mode d’action privilégié pour traiter les sols ; elle résulte de la 

formation de micelles. La solubilisation est basée sur la capacité des solutions micellaires à 

augmenter la solubilité des contaminants hydrophobes (Gabet, 2004). 

Généralement, en deçà de la CMC, les monomères en solution n’ont pas ou peu d’effet 

sur la plupart des hydrocarbures (Pennell et al., 1993). 

Au-dessus de la CMC, le phénomène d’incorporation des hydrocarbures dans les 

micelles apparait, permettant ainsi une augmentation de leur solubilité apparente (Gabet, 

2004). 

Ainsi, pour que les micelles se forment il faut ajouter suffisamment de biosurfactant 

pour que la concentration en phase aqueuse atteigne la CMC réelle. La sorption dépend donc 
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de la concentration de biosurfactant en solution (Van Dyke et al., 1993). Bai et al. (1998) 

indiquent qu’à de forte concentration, la solubilisation est le mécanisme principal. 

 

I.5. Toxicité et biodégradabilité 

 Des tests de toxicité réalisés par Haba et al. (2003) ont monté que les rhamnolipides 

produits par une souche de Pseudomonas étaient classés comme produits non irritants et non 

toxiques. 

Une étude réalisée par Deschenes et al. (1996) indique que l’UG2, biosurfactant produit 

par une souche de Pseudomonas n’affectait pas l’activité microbienne globale, même à de 

fortes concentrations. De plus, ces auteurs indiquent que ce biosurfactant était biodégradable. 

D’après Tabka (2015) les biosurfactant sont biodégradables (100%), non toxiques, 

biocompatible, d’où la possibilité de leur utilisation dans les préparations pharmaceutiques et 

agroalimentaire.  

 

I.6.  Potentiels des biosurfactants  (avantages) 

Les  biosurfactants  peuvent  être  aussi  efficaces  et  plus  avantageux  que  les 

surfactants synthétiques. Ils sont hautement spécifiques, biodégradables, biocompatibles avec 

l’environnement (Mulligan, 2009), moins sensibles aux biotopes de températures, pH et 

salinité extrêmes (Suwansukho et al., 2008), moins toxiques  et peuvent être synthétisés  en  

grandes  quantités sur  des  sources  d’énergie  coûteuses comme  les produits pétroliers 

(Sarubbo et al., 2006), mais aussi sur des ressources renouvelables. 

Un autre avantage des biosurfactants est la possibilité de leur modification par 

biotransformation à fin de générer de nouveaux produits pour des besoins spécifiques (Samadi 

et al., 2007). Avec l’introduction de certains groupements fonctionnels, les biosurfactants  

fournissent  de  nouvelles  propriétés,  surpassant  ainsi  les  surfactants chimiques dans 

beaucoup d’applications (Huang et al., 2010). 

Ces biomolécules présentent une large gamme de propriétés fonctionnelles qui 

permettent leur exploitation dans divers domaines (Prommachan, 2002). Cependant, il n’est 
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pas facile de rationaliser la différence entre leurs rôles naturels et nos applications (Cameotra 

et al., 2009 ; Hamme et al., 2006 ; Marqués et al., 2009). 

Leur capacité à modifier les propriétés interfaciales et leur auto-assemblage en micelles 

ou autres nanostructures est cruciale pour plusieurs processus industriels tels que la  formation  

de  couches,  la  diffusion,  la  formation  de  mousse,  la  détergence,  la catalyse micellaire, 

etc. (Xiaoyang et al., 2009).   

Ces biomolécules peuvent aussi induire la séparation de phases, la solubilisation, la 

réduction de viscosité (Ochsner et al., 1995), la  floculation,  l’agrégation,  la  désorption  

(Karanth  et  al.,  1999)  ainsi  que  la stabilisation et la déstabilisation d’émulsions (Huang et 

al., 2010). Des caractéristiques techniques excellentes tel que la formation d’émulsion (50-

100%), l’abaissement de la tension interfaciale (~ 0,1 dyne/cm), abaissement de la tension 

superficielle (~27 dyne/cm), pouvoir moussant (mousse stable (15min)), pouvoir mouillant, 

CMC (20-2000 mg/l) et pouvoir antibiotique ou fongicide (Tabka, 2015) 

 

I.7. Application des biosurfactants 

Les  biosurfactants  sont  reconnus  pour  être  non  toxiques,  biodégradables  et  

peuvent être  utilisés  dans  des  conditions  extrêmes  (Banat et  al.,  2000).  C'est  pourquoi  

ils  peuvent être  utilisés  dans  de  nombreux  domaines (Figure 3).   
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Figure 3 : Les fonctions des biosurfactants les plus demandées pour usage industriel 

(Khemili, 2008). 

 

 

Compte tenu de leurs potentialités et de leur innocuité, les biosurfactants sont 

aujourd'hui utilisés dans différents domaines d'application tels que :   

-    La  bioremédiation  des  sites  contaminés  par  les  hydrocarbures,  les  polluants 

organiques et les métaux lourds (Tableau II), (Raza et al., 2007) et dans le traitement des 

eaux usées (Samadi et al., 2007).   
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Tableau II : Composés chimiques éliminés par biodégradation bactérienne (Mulligan, 

2009). 

Composés éliminés par voie bactérienne Références bibliographiques 

Composés organiques  

Phénanthrène  

Styrène 

Polychlorobiphényle 

Pétrole Brut (Heavy, Light) 

Gaz-Oil 

Diesel 

4-Chlorophenol (4-CP) 

Perchloroéthylène (PCE) 

Métaux lourds  

Cadmium   

Plomb  

Zinc  

Copper, et Nickel  

Chromium hexavalent  

Arsenic  

Phénanthrène mélangé au Cadmium  

 

 

H. Yin et al., 2008  

Y. Guo et al., 2006   

Occulti et al., 2008  

Vasefy et al., 2008, Mehdi et al., 2008  

Li et al., 2006  

L.-M. Whang et al., 2008  

A. Uysal et al., 2007  

J.S. Clifford et al., 2007  

 

Juwarkar et al., 2007, Asci et al., 2007  

Juwarkar et al., 2007, J. Kim et al., 2006  

B. Dahrazma et al., 2007, Asci et al., 2007  

B. Dahrazma et al., 2007, W.-J. Chen et al., 

2008  

H. Massara et al., 2007  

Wang and et al., 2009  

S. Song et al., 2008 

 

-    L’industrie  pétrolière,  et  particulièrement  dans  l’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).     

-    L’agriculture,  jouant  le  rôle  d’antagonistes  empêchant  la  propagation  des  zoospores 

dans les systèmes de culture sans sol (l’hydroponique) (Hultberg et al., 2008).  

-  L’industrie alimentaire, comme additifs alimentaires, et comme améliorants dans la 

boulangerie et la charcuterie (Prommachan, 2002).  

-  L’industrie du cosmétique (Suwansukho et al., 2008 ; Tabka, 2015) et dans les procédés de 

teinture du textile (Savarino et al., 2009 ; Kilic, 2013).   

-  L’industrie  pharmaceutique,  comme  agents  thérapeutiques  présentant  des  activités 

antibactériennes,  antifungiques  et  antivirales  pour  combattre  les  différentes  maladies 

infectieuses (Rodrigues et al., 2006). 

-  Le  secteur  de  haute  technologie  comme  l'impression  électronique,  l'enregistrement 

magnétique, la micro-électronique (Marqués et al., 2009) ainsi que dans les nanotechnologies, 

tel que la fabrication des nanoparticules d’argent ou les tiges de NiO, etc. (Mulligan, 2009).     
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Chapitre II : Micro-organismes producteurs de biosurfactants 

 

II. 1. Production des biosurfactants  

Le succès de l'utilisation et la production des biosurfactants passe par une diminution 

des  coûts  de  production.  Cette  diminution  pourra  être  atteinte  grâce  à  la  valorisation  

de substrats  de  croissance  de  produits  à  faible  coût.  Par  exemple,  Makkar  et Cameotra 

(2002)  indiquent  qu'il  est  possible  d'utiliser  des  déchets  et  des  produits  agricoles d'une  

part pour diminuer les coûts, mais aussi pour diminuer les quantités de déchets à traiter de 

diverses entreprises (huiles de moteurs usagés, etc.). Une étude réalisée par Mercade et 

Manresa (1994)  rapporte  des  taux  de  production  de  rhamnolipides  de  1,4  g/L pour  des 

Pseudomonas cultivées sur des sous-produits industriels. 

 

II. 2. Microorganismes producteurs  

Les  biosurfactants  sont  principalement  produits  par  des  micro-organismes  se 

développant de manière aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de 

carbone, comme les hydrates de carbone, les huiles ou les hydrocarbures. Ces 

microorganismes sont en général des levures, des champignons ou des bactéries (Tableau I).  

Le  principal  rôle  physiologique  du  biosurfactant  est  de  permettre  aux  micro-

organismes  de  se  développer  sur  des  substrats  insolubles  en  réduisant  la  tension  

interfaciale entre l'eau et le substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible 

(Fieshter,1992 ; Mata-Sandoval et al., 2000).  

Les  bactéries  utilisées  pour  produire  les  biosurfactants  sont  en  général  issues  de  

sols contaminés par des molécules hydrophobes comme les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP). Elles sont donc isolées de leur milieu  naturel  et  sont  cultivées  en  

laboratoire.  Ceci  permet  de  faire  des  tests  pour  choisir  la meilleure  source  de  carbone  

et  d'optimiser  les  milieux  de  culture  afin  d'obtenir  un  taux  de production maximum. 

Dans tous les cas, le biosurfactant obtenu est un mélange de plusieurs molécules. Par 

exemple, dans le cas du biosurfactant produit par une souche de Pseudomonas aeruginosa 

UG2, on obtient un mélange de quatre rhamnolipides (Van Dyke et al., 1993). Abalos et al. 
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(2001) indiquent que sept homologues de rhamnolipides ont été identifiés dans des cultures de 

Pseudomonas aeruginosa AT10. 

Bien  que  de  nombreuses  espèces  produisent  des  biosurfactants,  la  régulation  de  

leur synthèse est encore mal connue, sauf pour les souches de Pseudomonas aeruginosa et 

Bacillus subtilis qui  sont  les  bactéries  les  plus  étudiées  (Banat et al., 2000).  La 

biosynthèse  des  rhamnolipides  par  des  souches  de  Pseudomonas  aeruginosa  se  réalise 

pendant  la  phase  exponentielle  de  croissance et est due a un transfert séquentiel de 

glycosyl catalysée par des transférases rhamnosyl spécifiques : il ya intervention de donneurs 

rhamnosyl, les TPD transférases. Deux transférases différentes permettent la formation de 

quatre rhamnolipides différents (koch et al., 1991).  Les  molécules  de  biosurfactants  sont  

associées aux  membranes  des  bactéries  et  sont  aussi  secrétées  dans  le  milieu  

(Thangamani et Shreve, 1994). 

Les bactéries produisent des molécules de faible masse molaire, qui diminuent 

efficacement les tensions interfaciale, ainsi que des polymères de masse molaire élevée, qui se 

lient fortement aux surfaces (Ron et Rosenberg, 2002). Les biosurfactants de faible masse 

molaire sont généralement des glycolipides, alors que ceux de masse molaire élevée sont 

constitués des polysaccharides, des protéines, de lipopolysaccharides ou des lipoproteines. 

Ces derniers sont moins efficaces pour réduire les tensions interfaciales, mais plus efficaces 

pour entourer les gouttes d’huiles et empêcher leur coalescence. 

Une des techniques utilisées pour suivre la production des biosurfactants est l’ADSA-P 

(«Axysymmetric Drop Shape Analysis by Profile ») qui détermine simultanément l’angle de 

contact et la tension de surface de liquide grâce au profil d’une goutte restant sur une surface 

d’un solide. Les gouttes contenant les microorganismes producteurs sont placées sur une 

surface en fluroéthylène-propylène et le profil de la goutte est déterminé. 

D’autres méthodes ont été décrites comme l’hémolyse du sang, qui est une 

caractéristique connue de certains biosurfactants et un index d’émulsification (E-24) obtenu 

sur une kérosine (Banat, 1995). Le test du « drop-collapsing » est utilisé pour voir les colonies 

bactériennes produisant les biosurfactants : des gouttes contenant des cellules en suspension 

sont placées sur une surface recouverte d’huile ; si la goutte reste stable, cela démontre 

l’absence du tensioactif (Jain et al., 1991).  
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II.3. Biosynthèse des biosurfactants : 

 La production de biosurfactants est un phénomène communément observé lors de la 

croissance d’un microorganisme sur des substrats insoluble dans l’eau et la réduction de la 

tension superficielle du milieu ainsi que la formation d’une émulsion stable indique une 

production efficiente (Pruthi et al.,  1995). La présence de surfactant est nécessaire pour 

obtenir une émulsion stable entre deux liquides purs non missible (Krepsky et al., 2007). 

Cameotra (2009) explique ce phénomène comme étant l’un des comportements des 

microorganismes pour augmenter la biodisponibilité de plusieurs substrats hydrophobes, qui 

sont peu utilisés à cause de leur insolubilité dans l’eau. 

En effet, ces bactéries synthétisent les biosurfactants qui sont soit des molécules 

intercellulaires, extracellulaire ou localisées a la surface de la cellule (Prabhu et al., 2003) 

pour faciliter la diffusion des hydrocarbures ou leurs dérivés a l’intérieur de la cellule 

bactérienne afin de les dégrader (Al-Arajil et al., 2007).  

Il est intéressant de savoir aussi que les produits intermédiaires d’oxydation des 

hydrocarbures ne persistent pas dans le sol comme les polluants, mais seront partiellement 

réabsorbés et métabolisés par les mêmes microorganismes prédominants, comme l’a révélé 

l’étude de Dashti et ces collaborateurs en 2008. 

Cependant,  les biosurfactants peuvent avoir d’autres rôles aussi importants que 

l’émulsification, par exemple : l’adhésion aux surfaces solides et à la formation de biofilms 

(alasan d’Acinobacter), la régulation du niveau énergétique cellulaire (sophorose de T. 

bombicola), l’activité bactéricide (gramicidine, polymexine, surfactine), la pathogénicité de 

certaines bactéries (rhamnolipides des Pseudomonas), ainsi que le piégeage des métaux lourds 

(Vandecasteele, 2008). 

 

II.3.1. Les glycolipides : 

Les glycolipides sont constitués d’hydrates de carbone en combinaison avec une longue 

chaine d’acides aliphatique ou d’acides hydroxy aliphatique (Healy et al., 1996 ; Ron et 

Rosenberg, 2002). 
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Beaucoup de bactéries tel que Pseudomonas, Streptococcus produisent des glycolipides, 

parmi ces derniers on distingue : 

 Les rhamnose-lipides (ou rhamnolipides), 

 Les glucose-lipides, 

 Les tréhalose-lipides, 

 Les pentasaccharide-lipides 

 et mélange varié 

D’après Laurila (1985), les glycolipides bactériens sont groupés selon deux catégories : 

- les glycosyl-diglycerides 

- et les dérivés de sucre acylés. 

 

1. Les glycosyl-diglycerides 

Ce sont des composés de résidus de carbohydrates liés glycosidiquement, au niveau de 

la position C3 d’un 2-diglycéride, par le carbone 1 du sucre. 

Dans cette catégorie, le glycosyl-diglycérides le plus commun rencontré chez les 

bactéries est celui du diglycosyl-diglycéride (Spencer et al., 1979). 

La figure 4 illustre la structure des cinq types majeurs de diglycosyl-diglycérides 

produits par des bactéries Gram positif (Zajic et Mahomedy, 1984). 
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Figure 4: Les structures des cinq types majeurs de  diglycosyl diglycérides isolés 

chez les bactéries Gram positif (Zajic et Mahomedy, 1984). 

 

2. Les dérivés des sucres acylés 

D’après Zajic et Mahomedy (1984) et Laurila (1985), les dérivés de sucre de source 

acylé ne contiennent pas du glycérol, mais possèdent des résidus d’acides gras attachés à un 

sucre. Par ailleurs, connaissant la nature du sucre glycolipide, on distinguera : 

a. Les rhamnolipides 

Ce sont des glycolipides qui contiennent du rhamnose et de l’acide b-

hydroxydécanoique. Ils sont retrouvés, pour la première fois, par Bergstroim et al. (1946) 

chez Pseudomonas pycocyanea cultivée sur glucose. Ces auteurs étaient incapables de 

déterminer la structure moléculaire des deux composants. Elle a été déterminée par Jarvis et 

Johson (1949), qui ont mis en évidence une liaison glycosidique sur 3% du glycérol. 

Cependant, la liaison précise entre les deux unités du rhamnose n’était pas claire, c’est ainsi 

qu’Edwards et Hayashi (1965) ont démontrés une liaison 1-2 dans le premier rhamnolipide 
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identifié, appelé aussi R2, qui est constitué de deux molécules de rhamnose et de deux 

molécules d’acide B-hydroxydécanoique. Le R2 est le produit unique de Pseudomonas 

aeruginosa S7B1 cultivée sur un substrat le n-hexadécane ou les n-paraffine (C14-C18) 

(Hisatsuka et al., 1971). 

Par ailleurs, la culture de Pseudomonas aeruginosa, sur d’autres substrats tels que les n-

alcanes, aboutit à la production des rhamnolipides distincts : R1, R3, R4, RA et RB (Lang et 

Wullbrandt, 1999). Les structures des rhamnolipides analogues : R1 ; R2 ; R3 ; RA et RB sont 

illustrées dans la Figure 5. 

 

 

Figure 5 : Structure des rhamnolipides R1 ; R2 ; R3 ; R4 ; RA et RB produits par 

Pseudomonas aeruginosa (Lang et Wulbrandt, 1999). 
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 Thanamsub et al. (2006) ont déterminé deux types de rhamnolipides produits par 

Pseudomonas aeruginosa isolée à partir de pertes d’usine de lait (lactosérum). Ces deux 

biosurfactants ont été identifiés comme L-rhamnopyranosyl-L-rhamnopyranosyl-B-

hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate ou Rha-Rha C10-C10 et L-rhamnopyranosyl-L- 

rhamnopyranosyl-B-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate ou Rha-Rha C10-C12. 

b. Les glucoses-lipides 

Un autre type de biosurfactant est synthétisé par Serratia rubidaea : il s’agit du glucose-

lipide, obtenu après culture sur milieu à base de peptone et du glycérol. 

D’après Wagner et Lang (1996), ce glucose-lipide est constitué d’un acide D-3-

hydroxydécanoique (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Structure de glucose-lipide synthétisé par Serratia rubideae (Wagner et 

Lang, 1996). 

 

c. Les tréhaloses-lipides 

Ce sont des glycolipides composés d’un disaccharide : les tréhaloses sont communs 

dans les lipides extracellulaires de certaines espèces microbienne telles que : Arthrobacter, 

Mycobacterium, Brevibacterium, Corynbacterium et Nocardia après leur culture sur des 

hydrocarbures (Laurila, 1985). 

 Selon Wagner et Lang (1996), l’α-tréhalose-2-2’, 3, 4-tétraester, ayant un seul résidu 

succinoyl et une chaine d’acides gras au milieu de  la chaine, est connu depuis 1983. Trois 

souches de bactéries sont capable de le synthétiser : Rhodococcus erythropolis DSM 43215, 

Arthrobacter sp. EKI et Rhodococcus erythropolis SD-74 (Figure 7)  
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Figure 7 : Structure des tréhalose-lipides produits par Rhodococcus erythropolis 

DSM43215 et Arthrobacter sp. EKI (a) et par R. erythropolis SD-74 (b) (Wagner et Lang, 

1996). 

 

d. Les pentasaccharide-lipides 

D’après certains auteurs, le pentasaccharide-lipide le plus connu est celui produit par 

Nocardia corynebacteroides SMI cultivée sur les n-alcanes (Wagner et Lang, 1996). 

e. Les mélanges variés 

D’autres molécules de glycolipides sont produites par divers microorganismes. Parmi 

elles, on distingue : les mono/ disaccharides-corynomycolates produits par Arthrobacter sp. 

DSM 2567 (Wagner et Lang, 1996). 

D’après Spencer et al. (1979), certaines levures produisent des glycolipides après leurs 

cultures. Ces derniers sont classés en deux catégories : 

- les glycosyl d’acide gras hydroxylés, 

- les esters de polyols d’acide gras. 

 

1. Les glycosyl d’acide gras hydroxylés (les sophoroses-lipides) 

Les sophorolipides (ou SI) sont produits par Candida bombicola et Torulopsis après 

leur culture dans un milieu à base de glucose et de composés lipophiles (Wagner et Lang, 

1996). 
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D’après ces mêmes auteurs, les sophorolipides sont produits sous forme d’un mélange 

de composés à base de dérivés de sophoroses acylés dont chacun est lié à un acide gras 

hydroxylé (Figure 8). 

D’après Stuawer et al. (1987), la modification de la composition du milieu de culture 

par un apport d’un substrat (le n-hexadecane), conduit à la production de 0,46 g de 

sophorolipides constitué en majorité d’acide gras, en utilisant le levure Candida apicola Met 

43747. 

 

 

Figure 8 : Structure de sophorolipide produit par Candida bombicola ATCC 22214 

(Wagner et Lang, 1996). 

 

2. Les esters de polyols d’acide gras 

On distingue les monosylerythriol-lipides : décrits pour la première fois en 1983 par 

Kawashima et al., en particulier en cultivant Candida sp. B-7 et plus récemment Candida 

antarctica T-34 (Kitamoto et al., 1990). Après purification et identification du produit de 

synthèse, on reconnait la structure représentée dans la Figure 9 décrite par Wagner et Lang 

(1996). 
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Figure 9 : Structure de mannosyl erythritol lipide produit par Candida antarctica 

T-34 (Wagner et Lang, 1996) 

 

Ustilago maydis (DMS 4500 et ATCC 14826) est l’espèce de moisissure productrice de 

glycolipides à des taux élevés en utilisant des conditions limitâtes d’azote. Cependant à partir 

de 45 g/l d’un substrat d’acide gras de l’huile de tournesol, on obtient 30 g/l de glycolipide 

(Spoeckner et al., 1999). 

Ces glycolipides renferment deux types de sucres : 

 Les manosylerthritol-lipides (MEL), 

 Les cellobiose-lipides (CL). 

Haskins (1950) et Lemieux et al. (1951) ont décrit pour la première fois la production 

de cellobiose-lipide par la souche Ustilago zeae PRL-119, par contre, Ustilago maydis PRL-

627 est productrice de mannosyl erythritol lipide (Boothroyd, 1956). 

Par ailleurs, le produit résultant après culture d’Ustilago maydis sur un substrat dérivé 

des huiles végétales est un mélange de deux types de glycolipides, ou les mannosyl erythritol 

lipides sont les composés majeurs alors que les cellobioses-lipides sont produit en faible 

quantités. Pour augmenter le rendement de cette dernière fraction, du glucose a été utilisé 

comme source de carbone (Khemili, 2008).  

 

II.3.2 Les lipopeptides 

Les lipopeptides sont composés d’un lipide attaché à une chaine polypeptide. Parmi 

les biosurfactants bactériens de nature lipopeptidique, on distingue : 
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a) La surfactine 

C’est une substance fortement active, protéolipide, produite par Bacillus subtilis. Elle a 

été nommée surfactine par Arima et al. (1986) et subtilysine par Bernheimer et Avigad 

(1970). 

La surfactine est un surfactant très intéressant car elle est capable de réduire  

considérablement la tension superficielle de l’eau jusqu'à 27 mN/m et présente en plus une 

activité anti bactérienne (Ratledge, 1988; Laurila, 1985; Peypoux et al., 1999). 

La surfactine est composée d’une séquence de sept acides aminés : L-GLU 1- Leu 2-D-

Leu 3-L-Val 4-L-Asp 5-D-Leu 6-L-Leu 7 formant un cycle lactonique avec un acide gras β-

hydroxylé en C (13)-C (15) . 

 

b) La lichenysine  

Grangermard et al. (1999) ont réussis à isoler une série de 9 lipopeptides (biosurfactant 

lactoniques) à partir de Bacillus licheniformis IM 1307, comme représentants du groupe 

lichenysine, ils l’ont nommé lichenysine G. Malgré une structure de base identique à celle des  

surfactines, les lichenysine différent par le résidu glutaminyl en position 1. 

Un lipopeptide, similaire à la surfactine a été isolé à partir de Candida petrophilum, 

cultivée sur alcanes et est considéré comme étant agent émulsifiant d’hydrocarbure (Laurila, 

1985).  

 

c) Les lipoamino-acides (l’ornithine) 

Un lipide qui contient un seul amino-acide l’ornithine provoquant l’émulsion est 

produite par Pseudomonas rebescens (Laurila, 1985). 

 

d) Les antibiotiques 

Les antibiotiques sont des produits naturels extracellulaires (métabolites secondaires) et 

sont produit par divers microorganismes : certains fonctionnent comme agents tensio-actifs en 
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réduisant la tension superficielle (Zadjic et Mohamedy, 1984). Le Tableau III représente les 

différents peptides bioactifs qui agissent comme surfactants. 

 

Tableau III : les antibiotiques possédants des activités de surface (Zadji et Mohamedy, 

1984). 

Antibiotiques Microorganisme producteur Activité 

A-3302 Bacillus subtilis Antibactérien 

N-Acetylmuramyl-talanyl Staphyloccocus aureus Immunoadjuvant 

D-isoglutamine Escherichia coli, B.cereus Antibactérien 

Actinoboline S. grisceviridis Antibactérien 

Bacilysine B. subtilis Antibactérien 

Bacitracine B. licheniformis Antibactérien 

Edeines B. brevis Antibactérien 

Esperine B. mescentericus Antibactérien 

Gramicidine A, B B. brevis Bactéricide 

Gamicidine S B. brevis Antibactérien 

Mycobacilline B. subtilis Antifungique 

Mycobactine Mycobacterium sp Iron (III) chelatant stimulation 

de la croissance de 

mycobacteries 

Octapeptines B. circulans Antibactérien 

Phosphoramidon S. tanashiensis Inhibiteur des protéinases 

Polymexines B. polymexa, B.colistinu , B. 

circulans 

Antibactérien 

Polypeptines B. circulans Antibactérien 

Subtiline B. subtilis Antibactérien 

Surfactine B. subtilis Surfactant (inhibiteur de la 

formation des caillots dans la 

réaction thombine-fibrinogéne).   

 

  II.3.3.  Les phospholipides 

Les phospholipides sont formés de groupements alcool et phosphate et de chaine 

lipidique (Healy et al., 1996). Bognolo (1999) indique que bien que présents dans tous les 

microorganismes, il ya peu d’exemples de production extracellulaire. 

Divers phospholipides sont isolés à partir de culture de cellules libres de Thiobacillus 

thiooxidans. Ces phospholipides se lient à l’élément souffre qui est nécessaire à la croissance 

cellulaire (Rosenberg et Ron, 1999). 
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Selon les auteurs, la composition et le type de phospholipides majeurs chez les 

bactéries, levures et fungi, dépendent de la source de carbone utilisées et les conditions de 

culture de croissance, à savoir la valeur du pH du milieu de culture. 

 

II. 4. Paramètres influençant la production  

Le type et la quantité de biosurfactants produits varient avec la composition du milieu 

(source de carbone ou autres nutriments) et les conditions de culture (température, agitation, 

pH, etc.).  

Plusieurs facteurs contribuent à la production de biosurfactants comme la source de 

carbone et de nombreux paramètres de culture comme le pH, la température, l’agitation et 

l’oxygénation du milieu. De plus, la salinité, c'est-à-dire, les concentrations en ions 

multivalents (mg, ca, k, na et éléments traces), les concentrations de  phosphate et d’azote 

ainsi que les sources de ces derniers peuvent influencer la production des biosurfactants. Ces 

paramètres peuvent jouer de façon positive ou négatives  sur la production et varient de façon 

importante entre les espèces (Guerra-Santos et al., 1986 ; Rahman et al., 2002 ; Nitschke et 

al., 2005).  

a. Influence de la source de carbone 

La  source  de  carbone  est  l’un  des  paramètres  influençant  le  plus  la  production  

des biosurfactants, soit par induction, soit par diminution de la quantité produite. Les sources 

de carbone  solubles  dans  l'eau  (glycérol,  glucose,  mannitol  ou  éthanol)  sont  utilisées  

pour produire  des  rhamnolipides.  Cependant,  les  rendements  semblent  être  inférieurs  à  

ceux obtenus  sur  des  substrats  insolubles,  comme  des  n-alcanes  ou  de  l'huile  d'olive  

(Desai et Banat, 1997). En effet, les bactéries ont la capacité de croître sur des substrats 

hydrophobes (Cameotra et Makkar, 1998). 

b.  Influence de l'azote    

De  nombreuses  études  ont  montré  que  la  synthèse  de  rhamnolipides  se  produisait 

lorsqu'il  y avait  un  excès  de  carbone  dans  le  milieu  ou  lorsque  l'azote  était  en  quantité 

limitant.  L'azote  peut  être  apporté sous différentes formes  selon  les  bactéries  productrices 

(Lang et Wullbrandt, 1999).  
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Pour  avoir  des  rendements  de  production  optimum,  il  est  donc  nécessaire  d'avoir  

un rapport  C/N  idéal,  et  surtout  que  l'azote  soit  un  facteur  limitant  (stress)  pour  

favoriser  la production de biosurfactant (Gabet, 2004).  

c. Influence du pH  

Pour une souche de Pseudomonas aeruginosa 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.  D'autres  souches  comme  Norcardiacoryn bacteroides sont  inaffectées  

par  des  pH variant de 6,5 à 8,0 (Arino et al., 1996). 

d.  Influence des sels minéraux  

Il semblerait qu'une  concentration  limitante  en  ions  magnésium,  calcium,  potassium 

sodium  ou  éléments  traces  induise  une  augmentation  de  production  (Guerra  Santos  et 

al., 1986).  

e.  Influence de l’oxygène  

La disponibilité de l'oxygène peut également affecter la production à travers son effet 

sur l'activité cellulaire ou la croissance (Gabet, 2004). 

f.  Influence de la vitesse d’agitation   

Les  milieux  de  culture  sont  agités  lors  de  la  production  de  biosurfactant.  Pour  

les bactéries,  une  augmentation  de  la  vitesse  d'agitation  induit  une  augmentation  des  

vitesses de cisaillement  et  donc  un  rendement  moindre.  L'effet  inverse  est  observé  

lorsque  les organismes producteurs sont des levures (Desai et Banat, 1997). 
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Chapitre III : Généralités sur les méthodes d’extraction et d’identification 

des biosurfactants 

 

III.1. Méthodes d’extraction des biosurfactants du milieu de croissance 

Pour extraire le biotensioactif du milieu de croissance, il est d’abord nécessaire de 

séparer les bactéries de ce milieu de culture (par centrifugation par exemple). 

La récupération des biotensiactifs dépend principalement de leur charge ionique, de leur 

solubilisation ainsi leur localisation (intracellulaire, extracellulaire ou liés aux cellules). 

Les techniques les plus utilisées sont des extractions par les solvants : 

chloroformes/méthanol, butanol, acétate d’éthyle, etc. (Desai et Banat, 1997) ou des 

techniques reposant sur la précipitation du biosurfactant. Ces extractions peuvent être 

réalisées directement ou après sédimentation des cellules productrices. 

Il est possible d’acidifier le milieu puis d’extraire le tensioactif par un mélange de 

solvants (chloroforme/méthanol) comme l’ont fais Parra et al. (1989). Généralement, 

l’acidification permet une précipitation du tensioactif. Suite à cette précipitation, une étape de 

centrifugation puis de lavage est nécessaire pour récupérer et purifier le tensioactif. 

Il existe des techniques de récupération en continu. Reiling et al. (1986) ont réalisé une 

adsorption sur l’Amberlite XAD-2  suivie d’une purification et lyophilisation, donnant des 

rendements variant de 60 à 90% en pureté. 

La capacité des biosurfactants à s’agréger aux surfaces a également été utilisée pour les 

retenir sur des membranes de filtration. Par exemple une membrane XM-50, dans le seuil de 

coupure est de 5000 D, a été utilisée sur une surfactine pure à 97% et un taux de récupération 

de 98 % est obtenu, alors qu’une membrane avec un seuil de coupure plus élevé (10 000 D) 

fournit un rendement de récupération de 92 % (Desai et Banat, 1997). 
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III.2. Méthodes d’identification des biosurfactants 

Une fois 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 lumière ultra-violette et visible (UV-VIS) qui détecte 

la présence de chromophore (Spoeckner et al., 1999) , 

 La spectrométrie infra rouge (IR) qui détermine le groupement fonctionnels (Peypoux 

et al., 1999), 

 La spectrométrie de masse (MS) qui donne le poids moléculaire, les indications sur la 

structure et qui a une haute résolution, fournit l’analyse élémentaire de la molécule 

(Daniels et al., 1999), 

 La résonance magnétique nucléaire a haut champs (RMN de proton et de carbone 13) 

indique la structure et la conformation des composés à analyser (Daniels et al., 1999). 
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Chapitre IV : Matériel et méthodes 

 

Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de microbiologie de la 

Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de l’Université Mouloud 

Mammeri de Tizi-Ouzou(UMMTO). Il a pour objectif l’étude de la cinétique de production de 

biosurfactant(s) à partir d’une souche bactérienne. 

 

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. 

Les souches suivantes ont été utilisées pour l’étude de l’effet antibactérien : Escherichia 

coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 43300), Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli. 

 

IV.1.2. Revivification de la souche bactérienne : 

Cette opération a été effectuée dans deux tubes de deux bouillons de culture BHIB et 

BN stériles, et ensemencés à partir de tube de conservation, l’incubation se fait à une 

température de 37°C pendant 24H. 

Après incubation, on procède à l’ensemencement de la souche revivifiée dans des boites 

de Pétris contenant la gélose nutritive solide. Une fois les boites ensemencées et étiquetées, 

elles sont incubées à 37°C pendant 24h. 

 

IV.1.3. Les tests de vérification de la pureté de la souche 

Afin de s’assurer la pureté de la souche utilisée au cours de nos travaux, une série de 

tests a été réalisée. 
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IV.1.3.1. Etude macroscopique : 

C’est la première étape qui oriente le processus d’identification des bactéries. Elle porte 

sur la description des colonies obtenues sur le milieu gélosé en se basant sur l’aspect 

morphologique. L’observation à la loupe est basée sur les éléments d’identification donnée 

par Thoma et al. (1970). 

IV.1.3.2. Etude microscopique : 

Plusieurs étapes sont réalisées pour l’étude microscopique, chacune d’elle doit fournir 

un certain nombre d’informations pour l’élaboration du résultat final. 

 IV.1.3.2.1.Coloration de Gram : 

Cette technique nous permet de distinguer de types de bactéries : Gram positifs et les 

Gram négatifs, et les différencier d’après leur morphologie.  

 Préparation du frottis : 

 

 nettoyage de la lame par l’alcool 

 Déposer une goutte d’H2O sur la lame 

 Prélever quelques colonies a l’aide d’une once 

 Frotter la pointe dans la goutte d’eau 

 Laisser sécher la lame sur la flamme du bec bunsen pour fixer l’échantillon à la 

chaleur (Figure 10). 

 

 

Figure10: Préparation du frottis  
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 Coloration du frottis : 

 

 Couvrir le frottis avec du violet de gentiane. 

 Laisser agir 1 minute. 

 Rincer brièvement en faisant couler l’eau. 

 Déposer quelques gouttes de lugol. 

 Laisser agir 2 x 45 s. 

 Décolorer en faisant passer la solution décolorante pendant 30s. 

 Rincer. 

 Déposer la fuschine. 

 Laisser agir 1 min 

 Rincer avec de l’eau 

 Sécher à l’air libre (Figure 11). 

 Observation au microscope optique (G×400) ou avec l’huile d’immersion au (Gx1000) 

(Singleton, 2005). 

 

 

 

 

Figure 11 : Une lame montrant la coloration de Gram. 

 

Les souches Gram + se colorent en violet et les souches Gram- se colorent en rose. 
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IV.1.3.2.2. Dénombrement de la souche bactérienne : 

La souche bactérienne a été dénombrée par la méthode classique de comptage sur boite 

pétri. Afin d’estimer la concentration bactérienne qui sera ensemencé dans les différents 

milieux de culture. 

 Préparation de la suspension bactérienne : 

La préparation de la suspension bactérienne (solution mère) est réalisée en ensemençant 

des cellules bactériennes dans une solution saline (eau physiologique stérile) puis on mesure 

la densité optique avec un spectrophotomètre. 

 Préparation des dilutions : 

Une série de dilutions décimales (10
-1

 à 10
-8

) (voir le détail en annexe III) a été 

effectuée pour chaque tube de la manière suivante: 1 ml de l’échantillon dela solution mèrea 

été prélevé stérilement puis introduit dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologique à 

0,9%, on obtient ainsi la dilution10
-1

. Après homogénéisation on prélève 1 mlde la dilution 

précédente que l’on verse dans un autre tube contenant 9 ml de diluant stérile. Ceci donne la 

dilution 10
-2

. On procède de la méme manière pour réaliser les autres dilutions (Bourdon et 

Marchal, 1973). 

 Méthode d’ensemencement : 

 Nous avons déposé 0,1 ml d’échantillon d’eau de chaque dilution que nous avons étalé 

de façon uniforme avec une pipette râteau sur milieux gélosés. Les boites sont incubées dans 

une étuve à 37°C. 

La lecture a été effectuée après 24h à 72 h, le dénombrement est réalisé à l’aide d’un 

décompteur électronique puis on multiplie le nombre de colonie trouvée par le facteur de 

dilution. 

 

IV.2. Les milieux testés : 

IV.2.1.Préparation 

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de divers déchets organiques. Nous 

avons entrepris dans cette étude, la préparation de milieux de culture à base de déchets 
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d’animaux (pattes de poulet et têtes de sardine), végétaux (épluchures de figue de barbarie 

(Opuntia ficus-indica) et les margines d’huile d’olive) ainsi qu’un milieu à base de glucose 

utilisé comme milieu de référence. Le but étant de sélectionner parmi ces milieux testés, celui 

ou ceux qui sous-tend (ent) une meilleure production de biosurfactant(s). 

La préparation de ces milieux a été réalisée comme suit : 

IV.2.1.1. Préparation du milieu glucose 

 

- Dans un Erlenmeyer de 2000 ml on a introduit les réactifs suivants : 1,6 g de K2HPO4, 

0,4 g de KH2PO4, 0,09 g de MgSO4, 15 g de NaCl, 0,1 g de NH4NO3, 0,02 g de CaCl2, 

0,01 g de ZnSO4, 0,05 g de FeSO4·7 H2O, 0,008 g de MnSO4·H2O, 0,004 g de 

CuSO4·5 H2O, 0,01 g de Co(NO3). H2O, 5g de glucose. Ajuster jusqu'à 1 litre avec de 

l’eau distillée.  

- Agiter pour homogénéiser  

- Ajuster le pH à 7 

- Mettre dans un autoclave 20 min à 120°C (Ould El Hadj et al., 2006). 

 

IV.2.1.2. Préparation du milieu d’épluchures de figues de barbarie (Opuntia 

ficus-indica)  

 

- Couper les épluchures de figues de barbaries en petits morceaux puis mixer à l’aide 

d’un mixeur. 

- Mettre 259,5g d’épluchures de figue de barbaries dans 1,038 L d’eau distillée puis 

agiter pour  homogénéiser 

- Mettre aubain marie à 75-80°C pendant 45 min.  

- Filtrer à l’aide d’une passoire  

- Ajuster le pH à 7 

- Autoclaver à 120°C pendant 20 min (Ould El Hadj et al., 2006). 

 

IV.2.1.3. Préparation du milieu de pattes de poulet  

 

- Couper les pattes de poulet en petits morceaux puis mixer à l’aide d’un mixeur   
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- Mettre 328,7g de pattes de poulet dans 1,3 Litres d’eau distillée puis agiter pour  

homogénéiser. 

- Mettre dans un  bain marie à 75-80°C pendant 45 min. 

- Filtré à laide d’une bande à gaz  

- Ajuster le pH à 7 

- Autoclaver 20 min à 120°C (Ould El Hadj et al., 2006). 

 

 

IV.2.1.4. Préparation du milieu de têtes de sardines 

 

- Couper les têtes en petits morceaux puis écraser à l’aide d’un mortier  

- Mettre 220,4g de têtes de sardine avec 881 ml d’eau distillée puis agiter pour  

homogénéiser 

- Mettre dans un  bain marie à 75-80°C pendant 45 min  

- Filtré à laide d’une bande à gaz  

- Ajuster le pH à 7  

- Autoclaver 20 min à 120°C (Ould El Hadj et al., 2006). 

 

IV.2.1.5. Préparation du milieu des margines de l’huile d’olive : 

 

- Dans un Erlenmeyer mettez 1 volume d’huile + 2 volumes d’eau distillée  

- Ajuster le pH à 7 

Verser notre milieu dans des flacons et mettre dans un autoclave 20 min à 120°C (Ould 

El Hadj et al., 2006). 

A la sortie de l’autoclave tous les flacons contenant les différents milieux seront 

conservés au réfrigérateur jusqu’à leurs utilisation. 

 

IV.2.2. Caractérisation physico-chimiques des milieux : 

IV.2.2.1.Mesure de la densité apparente : 

Pour un volume donné on mesure la densité apparente : masse/volume 
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- Nous avons versé un volume de 20 ml de chaque milieu préparé (sauf le glucose) dans 

des béchers  

- Puis nous avons pesé sur une balance sachant que nous avons préalablement pesé les 

béchers vides 

- A la fin nous avons calculé le rapport (masse/volume) annexe (IV). 

Cet essai a été réalisé en triplicata. 

 

IV.2.2.2.Mesure de la matière sèche : 

 

- Prendre 20 ml de la matière fraiche de chaque milieu (pattes de poulet, têtes de 

sardine, épluchures de figues de barbarie et les margines d’huile d’olive). 

- Mettre les échantillons dans des coupelles en porcelaine préalablement pesé 

(Figure12) annexe (V). 

- Mettre à l’étuve à 105°C pendant 24h.  

 

 

Figure 12: Coupelles contenant la matière fraiche 

 

Après 24 heures on pèse la matière sèche (annexe V). On calcule le taux de matière 

sèche en utilisant l’équation suivante (Équation 1) : 

 

Taux de matière sèche (%)= 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒  𝑑𝑒  𝑙𝑎  𝑚𝑎𝑡𝑖 è𝑟𝑒  𝑠è𝑐𝑒

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒  𝑑𝑒  𝑙𝑎  𝑚𝑎𝑡𝑖 è𝑟𝑒𝑓𝑟𝑎𝑖𝑐 𝑒
× 100   (Équation 1) 
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IV.2.2.3. Mesure du taux de cendres : 

 

- Prendre les coupelles contenant la matière sèche de chaque milieu (pattes de poulet, 

têtes de sardine, épluchures de figues de barbarie et les margine d’huile d’olive). 

- Mettre dans un four à moufle pendant 1 heure à 600°C.  

- Après 1 heure de temps, on pèse les cendres obtenues (Annexe V).  

Le calcul du taux de cendre est effectué en utilisant l’équation suivante (Équation 2) : 

 

Taux de cendre (%)= 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒  𝑑𝑒𝑠  𝑐𝑒𝑛𝑑𝑟𝑒𝑠

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒  𝑑𝑒  𝑙𝑎  𝑚𝑎𝑡𝑖 è𝑟𝑒𝑓𝑟𝑎𝑖𝑐 𝑒
× 100   (Équation 2) 

 

 

IV.2.2.4. Dosage des protéines pour les milieux de culture : 

 

Le dosage des protéines pour les différents milieux de culture à base de déchets a été 

effectué par la méthode de Bradford donné par Mint El Moukhtar en 2010 (voir le détail en 

annexe VI). 

 

IV.2.2.5. Dosage des sucres totaux pour les différents milieux de cultures 

préparés : 

 

Le dosage des sucres réducteurs par la méthode au DNS (dinitrosalycilque) qui est de 

principe un dosage colorimétrique du glucose. Cette technique se base sur l’utilisation des 

propriétés réductrice du glucose à chaud et au milieu alcalin, il y a réduction de l'acide 3,5-

dinitrosalycilque ou DNS (aussi appelé acide 2-hydroxy-3,5-dinitrobenzoïque) qui joue le rôle 

d'oxydant, le glucose étant le réducteur. La réaction est citée dans l’annexe(VII). (Boulal et 

al., 2013) 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxydant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ose_r%C3%A9ducteur
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IV.3. Etude de la cinétique de production de biosurfactant(s) 

IV.3.1. Pré-culture : 

Dans des Erlenmeyers de 50 ml remplies des milieux de culture préparés, on ensemence 

1 ml de la suspension bactérienne 1,5 10
7
CFU/ml. 

Les Erlenmeyer sont incubés sous une agitation à 50 tr/min pendant 48 heures à 

température ambiante (21,7°C ± 3,07). 

 

IV.3.2. Culture : 

Après la pré-culture, on réalise une culture dans une bouteille en verre de 500 ml stérile 

remplie de 250 ml de milieu de culture, on laisse incuber pendant 5 jours sous agitation à 150 

tr/min à  température ambiante (21,7°C ± 3,07). 

Au cours de la culture bactérienne, on a réalisé 3 prélèvements par jour, à raison de 5 ml 

par prélèvement. 

 

IV.4. Les paramètres suivis au cours de la cinétique 

IV.4.1. Mesure de la densité optique (DO) : 

Avec un spectrophotomètre UV visible on mesure la densité optique des différents 

prélèvements réalisé au cours de la culture bactérienne. 

IV.4.2.  Index d’émulsification :  

Il a été mis au point par Brodrick et Cooney, puis il est modifié par Francy et al., (1991) 

et Bodour et al., (2004). Ce test permet de vérifier la capacité des souches à émulsionner une 

phase hydrophobe (gasoil) dans une phase hydrophile (le milieu de culture). 

Le test consiste à mélanger dans un tube à essai: 2 ml de gasoil avec 2 ml du milieu de 

culture centrifugés à 5000 tr/min pendant 10 minutes afin d’éliminer les cellules bactériennes. 

Les tubes sont agités au vortex pendant 2 minutes. 
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Les tubes sont laissés reposer pendant 24h à température ambiante, puis le E24 a été 

calculé comme suit: 

C’est le rapport de la hauteur de l’émulsion formée sur la hauteur totale du mélange le 

tout multiplié par 100 (Équation 3) 

𝐸24 =
𝑎𝑢𝑡𝑒𝑢𝑟  𝑑′é𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛  

𝑎𝑢𝑡𝑒𝑢𝑟  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒  𝑑𝑢  𝑚é𝑙𝑎𝑛𝑔𝑒  
 𝑋 100     (Équation 3) 

 

Par ailleurs, des essais témoins sont réalisés avec les milieux de culture frais et de 

gasoil, soumis aux mêmes conditions. 

 

VI.5. L’extraction du biosurfactant 

Le(s) biosurfactant(s) est (sont) extrait(s) de la culture après centrifugation à 5000 

tours/min pendant 30min. 

Le surnageant est récupéré et ajuster à un pH de 2 en utilisant du HCl à 6M. Un volume 

égale de chloroforme/méthanol (CHCL3/CH3OH) (2 :1) est ajouter, le mélange est agité 

vigoureusement pendant 15 min ; on peut observer la séparation de deux phase organique et 

inorganique, l’opération est répétée trois fois. 

Le produit obtenu de la phase organique est mis dans un évaporateur rotatif jusqu’à 

évaporation du solvant. A la fin, un produit visqueux jaunâtre est obtenu auquel du méthanol 

est ajouté. Le mélange est remis dans l’évaporateur rotatif à 45°C jusqu’à évaporation 

complète du solvant (Silva et al., 2010). 

 

IV.6. Test de la capacité nettoyante du ou des biosurfactant(s) produit(s) : 

Pour déterminer l’effet nettoyant du ou des biosurfactant(s) produit(s), les parois 

intérieures des béchers de 50 ml sont recouvertes d’huile de moteur neuf (Rebex 

LUBRIFIANTS, CHABA HD 40, NAFTALO). 50 ml du surnageant de la culture bactérienne 

sont ensuite additionnés. Un biosurfactant de référence, surfactant chimique (SDS sodium 

dodecyl-sulfate) a été utilisé comme témoin positif. Les béchers sont agités pendant 10 
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minutes et laissés pendant 6 heures de temps (Pruthi and Cameotra, 2000). On est sensés 

observer un détachement de l’huile de la paroi intérieures des béchers si le ou les 

biosurfactant(s) produit(s) a (ont) un effet nettoyant. 

 On a aussi effectué un essai avec du milieu neuf (témoin négatif). 

IV.7. Le test du pouvoir moussant (foaming) :  

La mousse d’un biosurfactant dans un milieu de culture est déterminée par agitation de 

surnageant (5ml) pendant 2 minutes, et est calculée selon l’équation suivante (Mohammed, 

1997): 

Foaming =
𝑎𝑢𝑡𝑒𝑢𝑟  𝑑𝑒  𝑙𝑎  𝑚𝑜𝑢𝑠𝑠𝑒  (𝑐𝑚 )  

𝑎𝑢𝑡𝑒𝑢𝑟  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒  (𝑐𝑚 )
 x100    (Équation 4) 

 

On a réalisé 3 essais pour chaque milieu. La mousse obtenue est observée au 

microscope optique (hund WETZLAR). 

 

IV.8. Test de la gélose au sang : 

 Préparation de la gélose au sang : 

 

- Mettre un flacon de gélose nutritive (200 ml) à liquéfié dans un bain marie  

- Une fois liquéfié on laisse refroidir un peu à température ambiante 

- Ajouter 5 ml de sang de mouton dans le flacon en mélangeant doucement pour éviter 

l’éclatement des cellules 

- Couler sur des boites de Pétri et laisser solidifier à température ambiante.  

 

 Ensemencement : 

- A l’aide d’une micropipette déposer 100 µl de notre culture (résultat de la cinétique) 

pour chaque milieu sur les boites préalablement préparées. 

- Préparer un essai qui contient 100 µl de la suspension de la souche elle-même comme 

témoin négatif 

- Etaler de façon uniforme avec une pipette râteau 

- Les boites sont incubées à température ambiante (Figure 13). 
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Figure 13: Gélose au sang ensemencé avec la culture bactérienne   

 

Après 24 à 72h on fait la lecture afin de constater si nous avons une activité 

hémolytique ou pas. 

 

IV.9. Etude de l’effet anti bactérien : 

Un antibiogramme est une technique de laboratoire visant à tester la sensibilité 

d'une souche bactérienne vis-à-vis d'un ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus (dans 

notre cas c’est le biosurfactant). 

Tableau IV : Les souches bactériennes utilisées 

 

 

 

 

 

 

 

Souches 

bactériennes 
 

 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 

 

 

Gram negatif 
Provenance 

 

Laboratoire de 

microbiologie de la 

FSBSA de Tizi 

Ouzou 

 

Staphylococcus 

aureus 

(ATCC 43300) 

 

 

Gram positif 

 

Staphylococcus 

aureus 

 

 

Gram positif 

 

Laboratoire de 

microbiologie du 

CHU de Tizi Ouzou 

 

Klebsiella 

pneumoniae 

 

 

Gram negatif 

 

Escherichia coli 

 

 

Gram negatif 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
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Test de diffusion sur gélose 

L’évaluation de l’activité antibactérienne du biosurfactant a été déterminée par la 

technique de diffusion sur gélose décrite par Djenane et al. (2011). Cette méthode a été 

réalisée sur milieu gélosé de Mueller-Hinton (MH). Des boites de Pétri contenant 15 ml du 

milieu gélosé, puis laissées solidifiées a une température ambiante pour 30 minutes. 

Un volume de 0,1ml de la suspension standardisée d’inoculum à 1,5 10
7 

UFC/ml est 

ensemencé uniformément dans chaque boite de Pétri. Des disques stériles en papier wattman 

de 5 mm de diamètre imprégnés de 100 µl d’une solution de biosurfactants ont été déposés au 

centre de chaque boite de Pétri. Par ailleurs, d’autres disques sont imbibés de 100 µl de 

différentes dilutions de la même solution de biosurfactant (1/2, 1/5, 1/10). Les boites de Pétri 

sont incubées à 37°C pendant 24 heures. 

L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure des diamètres des zones 

d’inhibition qui se forment autour des disques à l’aide d’une règle en (cm). 

Un témoin négatif a été réalisé par des disques stérile imbibé avec 100µl d’eau distillée 

déposés sur un milieu préalablement ensemencé de la bactérie teste.  Chaque essai a été répété 

trois fois. 

 

IV.10. Etude de l’effet sur la croissance des lentilles (Lens culinaris): 

Le test de croissance consiste en la semence de 30 graines de lentilles dans 50g de terre 

prélevée et autoclavée pendant 20 min à 120°C. Ces derniers ont été arrosés pendant 8 jours 

avec une solution préparée comme suit : 50 ml d’eau distillée + 0,02 g de biosurfactant.  

A l’issu de ce test nous avons mesuré la hauteur des plantes (des tiges) pour chaque 

milieu. Par ailleurs, un témoin négatif, soumis aux mêmes conditions, a été réalisé mais arrosé 

avec de l’eau distillée. 

 

 



 

 

 

 

 

 

Résultats et  

discussions 
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Chapitre V : Résultats et discussions 

 

V.1. Résultats des tests de vérification de la pureté de la souche : 

V.1.1. Etude macroscopique  

Après étalement à partir des bouillons sur des boites de Pétri contenant la gélose 

nutritive et incubation de cette dernière dans une étuve à 37°C pendant 24 h, nous avons 

remarqué l’apparition de colonies bactériennes avec un aspect visqueux, de forme irrégulière, 

au centre bombées et lisse qui s’étale sur toute la gélose avec la production d’un pigment 

verdâtre ou jaunâtre comme le montre la Figure 14. 

 

 

Figure 14: Aspect macroscopique de la souche étudiée. 

 

V.1.2. Etude microscopique 

V.1.2.1. Coloration de Gram 

Après la réalisation de la coloration de Gram, l’observation au microscope photonique à 

immersion nous a permis de distinguer le type, la forme et l’arrangement des cellules (Figure  

15). 
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Figure 15 : Aspect microscopique de la souche étudiée après coloration de Gram 

(G×1000). 

 

D’après les résultats microscopiques obtenus, nous pouvons dire que notre souche est 

Gram négatif (colorées en rose après coloration de Gram), de forme bâtonné.    

D’après ces résultats, la souche peut être rattachée au genre Pseudomonas pour sa 

morphologie macroscopique et microscopique : colonies blanc jaunâtre, plates (Figure 14), 

bactérie à Gram négatif, se présente sous forme de bacilles fins et longs (Figure 15). 

Pseudomonas est un microbe pathogène opportuniste important, fortement résistant à un 

grand nombre de désinfectants et d’antibiotiques. Cette bactérie vit à l’état saprophytique dans 

l’eau, le sol et sur les végétaux (Sotirova et al., 2009). Elle est par ailleurs connue par sa 

capacité à biodégrader les composés hydrocarbonés. En effet, plusieurs chercheurs l’ont isolé 

à partir des sols contaminés par les hydrocarbures (Sifour et al., 2007; Chabouni,2008 ; Yin et 

al., 2009; Lotfabad et al., 2009). 

 

V.1.2.2. Dénombrement de la souche étudiée 

Le résultat du dénombrement de la souche étudiée fait ressortir une concentration 

bactérienne de 1,5 x 10
7 
UFC/ml ± 0,52. 
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V.2. Résultats de la caractérisation physico-chimique des milieux de culture préparés 

V.2.1. Résultats de mesure de la densité apparente 

Les résultats de la mesure de densité apparente sont indiqués dans le Tableau IV. 

Tableau V: Résultats de la mesure de la densité apparente. 

Milieu de 

culture 

Pattes de 

poulet 

Têtes de 

sardine 

Epluchures de 

figue de 

barbarie 

Margines 

d’huile d’olive 

Densité 0,951 ± 0,00 0,927 ± 0,00  0,977 ± 0,00  0,98 ± 0,00 

 

D’après les résultats du tableau précédent, on remarque que la densité apparente est 

différente d’un milieu à l’autre. Le milieu à base de margines d’huile d’olive représente une 

densité élevée par rapport aux autres milieux avec une valeur de 0,98. 

 

V.2.2. Résultats du taux de matière sèche et de cendres 

Les résultats sont donnés dans le Tableau suivant : 

Tableau VI : Résultats du taux de matière sèche et des cendres. 

Milieux de culture Taux de matière sèche  

(matière sèche/matière 

fraiche (%)) 

Taux de cendre 

(cendre/matière 

fraiche(%)) 

Milieu à base d’épluchures 

de figues de barbarie 

2,102 ± 0.001 0 ,1872 ± 0.0001 

Milieu à base de têtes de 

sardine 

2,8375 ± 0.0145 0,2665 ± 0.271 

Milieu à base de pattes de 

poulet 

2,7755 ± 0.0025 0,1474 ± 0.0002 

Milieu à base des margines 

d’huile d’olive 

96,333 ± 0.00 0,236 ± 0.00 
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On constate que le milieu à base de têtes de sardine représente une quantité importante 

des sels minéraux par rapport aux autres milieux suivie de celui à base des margines d’huile 

d’olive, épluchures de figues de barbarie et pattes de poulet en dernier (Tableau VI). 

 

V.2.3. Résultats du dosage des protéines pour les milieux de culture 

Les résultats du dosage des protéines sont cités dans le Tableau VII. 

 

Tableau VII: Résultats du dosage des protéines des différents milieux. 

Milieux  Milieu têtes de 

sardine 

Pattes de 

poulet 

Epluchures 

des figues de 

barbaries 

Margines 

d’huile d’olive 

Concentration 

des protéines  

(g/l) 

0,097 ± 0,021 0,228 ± 0,011 0,017±0,009 0,528±0,089 

 

A partir du Tableau VII nous avons constaté que les deux milieux à base des margines 

d’huile d’olive et pattes de poulet ont une concentration élevée en protéines, suivie des deux 

milieux à base de têtes de sardine et les épluchures des figues de barbarie respectivement avec 

une teneur en protéine plus faible. 

D’après les études de Vilimovsky (2015), les pattes de poulet et têtes de sardine sont 

une source de protéines renferment 50% (p/v) et 45% (p/v) de ces constituant respectivement. 

 

V.2.4. Dosage des sucres totaux pour les différents milieux de cultures préparés 

Les résultats du dosage des sucres sont présentés dans le tableau suivant : 
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Tableau VIII : Résultats du dosage des sucres réducteurs des différents milieux. 

Milieux  Têtes des 

sardines 

Pattes de 

poulets 

Epluchures de 

figues de 

barbarie 

Margines 

d’huile d’olive 

Concentration 

des sucres 

réducteurs 

(g/l) 

 

0,072 ± 0,083 

 

0,139 ± 0,164 

 

0,226 ± 0,000 

 

0,227 ± 0,012 

 

D’après le Tableau VIII, on constate que le milieu à base des margines d’huile d’olive 

et épluchures de figues de barbarie présentent une concentration plus élevée en sucres 

réducteurs par rapport aux milieux à base de pattes de poulet et têtes de sardine. 

 

V.3. Cinétiques de croissance et de production de biosurfactant sur les différents 

milieux  

Notre souche a été cultivée dans les différents milieux à température ambiante pendant 

5 jours à 150tr/min. 

La cinétique de la croissance microbienne ainsi que le paramètre indicateur de 

production de biosurfactant à savoir, l’index d’émulsion E24 sont représentés dans la 

Figure16. 
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Figue 16: Cinétique de la croissance bactérienne et de la production de biosurfactant 

dans les différents milieux de culture préparés. 

 

D’après la Figure 16 a, la variation de la concentration microbienne est une courbe 

typique d’une croissance microbienne, caractérisée par l’absence de phase de latence et par 

une longue phase exponentielle. Plusieurs auteurs ont observés le même comportement avec 

différents microorganismes (Rocha et al., 2007 ; Akmouci-Toumi, 2009). 

La valeur maximale obtenue du E24 est de 42,85% au bout de la 112
ème 

heure de 

fermentation. 

Figure 16 b, la variation de la concentration microbienne est une courbe typique d’une 

croissance microbienne, caractérisée par l’absence de phase de latence et par une longue 

phase exponentielle et se termine par une phase stationnaire. 

La valeur maximale obtenue du E24 est de 35 % au bout de la 112
ème 

heure de 

fermentation. 

Figure 16 c : la variation de la concentration microbienne est une courbe typique d’une 

croissance microbienne, caractérisée par la présence de phase de latence entre 0 et 8 h, phase 

exponentielle entre 8 et 32 h, phase de déclin entre 32 et 40 h et  se termine par une longue 

phase stationnaire. 
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La valeur maximale obtenue du E24 par le milieu à base de tête de sardine est de 64,28% 

au bout de la  112
ème

heure de fermentation. 

Figure 16 d : la variation de la concentration microbienne est une courbe caractérisée 

par la présence d’une phase de latence entre 0 et 24  h, phase exponentielle de croissance 

entre 24 et 40  h phase de déclin car il y a épuisement des sucres simples tel que  le glucose, 

entre 40et 72 h (il y a mort cellulaire). Reprise de la croissance due sans doute à l’utilisation 

des sucres simples issus de la dégradation des sucres complexes. 

La valeur maximale obtenue du E24 par le milieu à base d’épluchures de figues de 

barbarie est de 45 % au bout de la  112
ème 

heure de fermentation. 

Figure 16 e :Puisqu’il ya eu production de biosurfactants (le E24 en témoigne), cela veut 

dire qu’il y a eu croissance bactérienne, sauf que nous avons deux phase dans notre milieu de 

culture (huile et eau), la mesure de la croissance (exprimée en DO) n’est pas possible car les 

bactéries présentes dans ce milieu se seraient sans doute accumulées dans la phase huileuse 

comme le montre la Figure 17. 

 

                      

Figure  17: Pré-culture huile (formation de deux phases huile + eau). 

 

La valeur maximale obtenue du E24 par le milieu à base des margines d’huile d’olive est 

de 44,44 % au bout de la 48
ème 

heure de fermentation.  

Afin de mieux voir l’émulsion nous l’avons observé au microscope optique au 

grossissement x 1000, les résultats sont cités dans les figures suivantes : 
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Figure 18 : Observation de l’émulsion du E24 pour le milieu à base d’épluchures de 

figues de barbarie au microscope optique au grossissement x 1000. 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Observation de l’émulsion du E24 pour le milieu à base de glucose au 

microscope optique au grossissement x 1000. 

           

Figure20 : Observation de l’émulsion du E24 pour le milieu à base de patte de poulet au 

microscope optique au grossissement x 1000. 
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Figure 21 : Observation de l’émulsion du E24 pour le milieu à base des margines d’huile 

d’olive au microscope optique au grossissement x 1000. 

 

Figure 22: Observation de l’émulsion du E24 pour le milieu à base de têtes de sardine au 

microscope optique au grossissement x 1000. 

D’après l’observation au microscope optique de l’émulsion obtenue pour les différents 

milieux, le milieu à base d’épluchures de figues de barbarie présente une émulsification 

importante, apparition de bulles  plus petites ce qui indique une bonne émulsification suivie 

du milieu à base des margines d’huile d’olive, têtes de sardine, pattes de poulet et glucose en 

dernier avec des bulles de plus grandes taille. 

A partir des résultats de l’observation microscopique des émulsions et ceux des 

cinétiques de production, l’augmentation de l’index d’émulsification est proportionnelle à la 

concentration microbienne. Se traduisant par des bulles observé au microscope optique qui 

sont plus petites là où l’émulsification est élevée et inversement. 

Des résultats similaires ont été trouvés chez Pseudomonas aeruginosa qui peut atteindre 

un index d’émulsification de 50% (Benincasa et Accorsini, 2009) et de 58% (Lovaglio et al., 

2011) en utilisant le pétrole brut comme seule source de carbone. 
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Plusieurs travaux ont indiqués que les souches de Pseudomonas aeruginosa peuvent 

émulsionner et stabilisent les émulsions de différents types d’hydrocarbures et des huiles 

comme le pétrole brut, kérosène, n-alkanes, les composés aromatiques, l’huile d’olive et les 

huiles minérales et le diesel (Patel et Desai, 1997 ; Benincasa et al., 2004 ; Wei et al.,2005). 

L’utilisation de l’huile de tournesol comme seul source de carbone par Pseudomonas 

aeruginosa a permis de produire un biosurfactant dont l’index d’émulsion est de 51% (Sifour 

et al., 2007). Robert et al. (1989), ont également pu produire un biosurfactant par 

Pseudomonas aeruginosa 44T1 en utilisant l’huile d’olive, avec un index d’émulsion de 49%.  

Il est à noter qu’il existe une relation entre l’augmentation de la biomasse et la 

production du biosurfactant par Pseudomonas sp. ceci peut être expliqué par la phase 

prolongée de la croissance microbienne (Das et al., 2009). Ce qui confirme que la production 

de biosurfactant s’effectue pendant la phase exponentielle de croissance, et qui suggère qu’il 

est produit comme métabolite primaire (Amiriyan et al., 2004). 

 

V.4. Extractions du biosurfactant 

Après avoir effectué l’extraction de notre biosurfactant nous avons eu les résultats cités 

dans le tableau suivant : 

Tableau IX : La concentration de biosurfactant produit. 

Milieu Glucose Figue de 

barbarie 

Pattes de 

poulet 

Têtes de 

sardine 

Margines 

d’huile 

d’olive 

Concentration de biosurfactant 

(g/l) 

10,96 

± 0,00 

13,3 

± 0,00 

6,1 

± 0,00 

9,06 

± 0,00 

12,43 

± 0,00 

 

D’après le Tableau IX la concentration de biosurfactant produit est différente d’un 

milieu à l’autre. La production la plus importante (13,3 g/l) correspond au milieu à base 

d’épluchures de figues de barbarie, suivie du milieu à base des margines d’huile d’olive, 

glucose, têtes de sardine et pattes de poulet. 
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On peut déduire que le milieu à base d’épluchures de figues de barbarie utilisé ici 

comme seule source de carbone est un substrat approprié pour la croissance et la production 

de biosurfactant, car ce dernier a été produit en quantité importante (13,3g/l) avec un index 

d’émulsion de 45%. 

L’utilisation des margines d’huile d’olive comme seule source de carbone par la souche 

testée dans cette étude a permis de produire une quantité importante de biosurfactant (12,43 

g/l) avec un index d’émulsion de 44,44%.Ces résultats sont confortés par ceux de Santos et al. 

(2010) qui ont indiqué que l’utilisation des huiles végétales en tant que seule source de 

carbone, ont un grand potentiel comme substrat dans la production de biosurfactant par les 

souches de Pseudomonas aeruginosa. 

Dans leurs travaux, Wu et al. (2008) ont pu produire par Pseudomonas aeruginosa 

3,70g/l et 2,63g/l de biosurfactant en utilisant l’huile d’olive et l’huile de soja comme seule 

source de carbone respectivement. Par ailleurs, Costa et al. (2006), Rahman et al. (2002) et 

Haba et al. (2000), signalent la production de 2,9g/l de biosurfactant en présence de l’huile de 

buriti, de l’huile de carthame et de l’huile de friture, respectivement par la souche 

Pseudomonas aeruginosa.  

L’éthanol a déjà été testé comme source de carbone (Hori, Marsudi et Unno, 2002 ; 

Chen et al., 2007), mais ce n’est que dans les conditions de fermentation dans un bioréacteur 

que Matsufuji, Nakata et Yoshimoto (1997) ont pu produire une grande quantité de 

rhamnolipides (jusqu’à 32 g/l). Bien que Robert et al. (1989) aient déjà observé que le glucose 

générait une meilleure production que le mannitol en milieu minimal. Nos résultats ont 

démontré que le milieu à base de figue de barbarie et margines d’huile d’olive ont permis une 

production plus importante de biosurfactant, et ce par rapport au milieu glucose. 

La production des biosurfactants polymérique est retrouvée chez certaines espèces 

appartenant aux Bacteria, Eucarya et Archaea  constitué des genres Acinetobacter, Bacillus, 

Candida, Halomonas, Methanobacterium, Phormidium, Pseudomonas, Saccharomyces et 

Sulfolobus (Bodour et al., 2004). 

Le ou les biosurfactant(s) produit(s)par la souche testée dans le cadre de la présente 

étude peut être considéré de nature rhamnolipidique puisque les bactéries du genre 

Pseudomonas sont connues pour produire des biosurfactants glycolipidiques contenant le 

rhamnose et les acides gras qui sont nommés les rhamnolipides (Gunther et al., 2005). Leurs 
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compositions chimique et activités émulsifiante dépendent non seulement de la souche 

productrice, mais aussi des conditions de culture et des paramètres physiques (températures, 

aération, agitation et pH), ainsi que la nature des sources de carbone et d’azote qui influencent 

la quantité et la qualité du biosurfactant produit (Calvo et al., 2009). 

 De nombreuses études ont déjà mis en évidence que plus l’apport en azote est limité, 

plus la production de rhamnolipides augmente et inversement (Guerra-Santos, Käppeli O. et 

Fiechter, 1984 ; Mulligan et Gibbs 1989 ; Santa Anna et al., 2002 ; Abalos et al., 2002 ; Haba 

et al., 2000). De plus, cet excès d’azote crée un débalancement du quotient C/N dans le 

milieu.  

 Pour  avoir  des  rendements  de  production  optimum,  il  est  donc  nécessaire  

d'avoir  un rapport  C/N  idéal,  et  surtout  que  l'azote  soit  un  facteur  limitant  (stress)  

pour  favoriser  la production de biosurfactant (Gabet, 2004). 

Les rapports C/N pour les différents milieux testés sont représentés dans le tableau suivant : 

 

Tableau X: Quotients C/N des différents milieux de culture. 

Milieu à base 

de 

Têtes de 

sardine 

Pattes de 

poulet 

Epluchures de 

figues de 

barbarie 

Margines 

d’huile d’olive 

Quotient C/N 4,639 3,818 83,088 2,687 

 

 D’après le Tableau X le C/N le plus élevé est celui du milieu à base d’épluchures de 

figues de barbarie correspondant à la production la plus élevée de biosurfactant (13,3 g/l)  

suivie de celui à base de têtes de sardine, pattes de poulet et margines d’huile d’olive. 

Ainsi, nos résultats vont dans le sens des travaux de Guerra-Santos, Käppeli et Fiechter 

(1984 ; 1986), qui observent une production optimale de rhamnolipides lorsque les quotients 

C/N sont entre 16/1 et 18/1, et aucune production à partir du moment où le milieu n’est plus 

considéré comme étant limité en azote. En effet d’autres études ont déjà établi des quotients 

C/N optimaux pour la production de rhamnolipides à des valeurs beaucoup plus ou moins 

élevées (Haba et al., 2000 ; Santa Anna et al., 2002 ; Cha et al., 2007). 
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Plus le N est faible plus l’apport d’azote est limité plus C/N est élevée donc la 

production de biosurfactant est optimal. Le quotient C/N du milieu à base de figue de barbarie 

est plus important (83,088) suivie de celui à base de têtes de sardine, pattes de poulet et 

margines d’huile d’olive.  

La nature du milieu de culture et les facteurs environnementaux sont des paramètres 

importants dans la production des rhamnolipides (Nitschke, Costa et Contiero, 2005 ; Desai et 

Banat, 1997). D’une manière générale la nature et la concentration des sources de carbone et 

d’azote sont les facteurs les plus limitant. En effet les sources de carbone hydrosolubles, telles 

que le glucose, le glycérol, le mannitol, ou l’éthanol sont souvent utilisées pour produire des 

rhamnolipides chez P. aeruginosa. Cependant elles sont moins efficaces que les sources de 

carbones liposolubles telles que les n-alcanes ou les huiles. D’après Robert et al. (1989) le 

mannitol et l’huile d’olive seraient les sources de carbone les plus efficaces pour chacune des 

deux catégories, hydrosolubles et liposoluble. 

Pour ce qui est des sources d’azote, le nitrate, le glutamate et l’aspartate ont été 

répertoriés comme étant d’excellents promoteurs de la production des rhamnolipides, alors 

que la glutamine et l’ammonium inhibent la production (Muligan et Gibbs 1989 ; Venkata 

Ramana et Karanth, 1989 ; Köhler et al., 2000). De plus le quotient C/N a une influence sur la 

production (Guerra-Santos, Käppeli et fiechter, 1984 ; Desai et Banat 1997). Selon certaines 

études, le quotient C/N optimal peut varier en fonction des sources de carbone et d’azote 

utilisées mais aussi en fonction des souches et selon qu’elles sont cultivées dans des 

bioréacteurs ou non (Haba et al., 2000 ; Santa Anna et al., 2002 ; Chen et al., 2007). 

On suppose que lorsque le milieu est limité en azote, la synthèse des protéines est 

ralentie pour favoriser les voies de biosynthèses des hydrates de carbone du métabolisme 

cellulaire primaire et secondaire dont les rhamnolipides (Mulligan et Gibbs 1989 ; Arino, 

Marchal R. et Vandecasteele, 1996 ; Abalos et al., 2002). Inversement, un excès d’azote 

entraine une baisse de la synthèse de ces métabolites pour favoriser la croissance bactérienne. 

Il existe donc une corrélation entre l’apport limité en azote, le quotient C/N et la production 

de biosurfactants. 
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V.5.Test de capacité de nettoyage du ou des biosurfactant(s) produit(s) : 

Les résultats de ce test sont indiqués dans le Tableau XI. 

Tableau XI : Résultats du test de capacité de nettoyage du biosurfactant produit. 

Milieux Traitements Rapport Hn/Ht x 100 

(%) 

Glucose SDS+ huile de moteur neuf 100 

Milieu neuf +huile de moteur neuf 0 

Surnageant + huile de moteur neuf 40 

Surnageant + huile de moteur usée 50 

Epluchures de figues de 

barbarie 

SDS+ huile de moteur neuf 100 

Milieu neuf +huile de moteur neuf 0 

Surnageant + huile de moteur neuf 80 

Surnageant + huile de moteur usée 90 

Pattes de poulet SDS+ huile de moteur neuf 100 

Milieu neuf +huile de moteur neuf 0 

Surnageant + huile de moteur neuf 60 

Surnageant + huile de moteur usée 80 

Têtes de sardine SDS+ huile de moteur neuf 100 

Milieu neuf +huile de moteur neuf 0 

Surnageant + huile de moteur neuf 35 

Surnageant + huile de moteur usée 30 

Margines d’huile d’olive SDS+ huile de moteur neuf 100 

Milieu neuf +huile de moteur neuf 0 

Surnageant + huile de moteur neuf 30 

Surnageant + huile de moteur usée 20 

Hn : hauteur nettoyée, Ht : hauteur totale. 

D’après le Tableau XI on constate que le rapport Hn/Ht le plus élevé est celui du 

milieu à base d’épluchures de figues de barbarie suivie du milieu à base de pattes de poulet, 

glucose , têtes de sardines et margines d’huile d’olive. L’effet nettoyant le plus important 

étant celui du témoin positif, obtenu avec le SDS. 
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On suppose que la différence de nettoyage des béchers peut être expliquée par la nature 

des biosurfactants produits. 

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Raza et al. (2007) qui ont révélé 

que les biosurfactants jouent un rôle important dans la capacité de nettoyage des sites 

contaminé par les hydrocarbures et les polluants organique et les métaux lourds. 

 

V.6. Le test du pouvoir moussant (foaming) 

Les résultats de ce test sont représenté dans le tableau suivant : 

Tableau XII: Résultats du test du foaming. 

Milieu Le foaming (%) L’écart-type 

Glucose 4,81 ± 1,80 

Pattes de poulet 58,97 ± 2,22 

Têtes de sardine 37,77 ± 1,92 

Epluchures de figues de 

barbarie 

29,50 ± 4,78 

Margines d’huile d’olive 13,97 ± 2,55 

 

Nous remarquons d’après le Tableau XII que les cinq milieux représentent un effet 

moussant avec des valeurs variables dont on a constaté que le meilleur milieu est celui à base 

de pattes de poulet. 

Cela peut nous amener à dire qu’il contient le biosurfactant, le E24 en témoigne dans la 

Figure 20 et vient appuyer notre remarque. 

Les biosurfactants présentent plusieurs avantages par rapport aux surfactants chimiques, 

ils présentent un pouvoir moussant très important (Razafindralambo et al., 1996) et une 

stabilité à des températures, pH et salinité extrêmes (Kretschmer et al., 1982 ; Velikonja et 

Kosaric, 1993). 
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V.7. Test de gélose au sang 

Après avoir réalisé ce test nous avons eu les résultats représentés dans la Figure suivante : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Résultats de la gélose au sang. 

 

La réalisation de ce test apporte les résultats cités dans les photographies de la Figure 

23. Ces résultats montrent qu’il y a eu une croissance bactérienne en raison de la présence de 

colonies sur les boites de Pétri. Cependant, il n’y a pas formation d’halos ce qui indique 

l’absence d’une activité hémolytique. 
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Les travaux de Rodrigues et al. (2005) ont montré la présence d’une activité 

hémolytique en travaillant avec la souche Lactobacillus strains sur la production des 

biosurfactant. 

 Par ailleurs, nos résultats ont montré le contraire, ce qui nous conduit à dire que soit le 

sang utilisé dans la préparation de la gélose au sang est de mauvaise qualité, ou bien le 

biosurfactant produit n’a pas d’activité hémolytique. 

 

V.8. Etude de l’effet anti bactérien 

Après l’incubation des différentes souches bactériennes avec des disques imbibés avec 

les biosurfactants issus des cinq milieux de culture, les résultats obtenus sont consignés dont 

on remarque l’activité sur certaines souches comme nous le montre le Tableau XIII. 

Tableau XIII: Activité antimicrobienne des biosurfactants produit sur certaines souches 

bactériennes. 

Biosurfactant produit dans le milieu à base de glucose 

Concentrations Souches testées Diamètre d’inhibition 

(cm) 

 

 

5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,85 ± 0,05 

0,75± 0,05 

0,7± 0,00 

0,7± 0,00 

0 

 

 

2,5g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,8± 0,00 

0,7± 0,00 

0 

0 

0 

 

 

1 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,65± 0,05 

0,6± 0,00 

0 

0 

0 

 

 

0,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0 

0 

0 

0 

0 
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Biosurfactant produit dans le milieu à base d’épluchures de figues de barbarie 

Concentrations Souches testées Diamètre d’inhibition (cm) 

 

 

5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

1,65 ± 0,15 

0,85 ± 0,05 

1 ± 0,00 

0,7 ± 0,00 

0 

 

 

2,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

1,45 ± 0,05 

0,65 ± 0,05 

0,7 ± 0,00 

0,7 ± 0,00 

0 

 

 

1 g/l 

 

 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,95 ± 0,05 

0,65 ± 0,05 

0 

0 

0 

 

 

0,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,85 ± 0,15 

0,6 ± 0,00 

0 

0 

0 

Biosurfactant produit dans le milieu à base des margines d’huile d’olive 

Concentrations Souches testées Diamètre d’inhibition (cm) 

 

 

5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,95 ± 0,05 

0 

0,85 ± 0,05 

0 

0 

 

 

2,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,9 ± 0,1 

0 

0,85 ± 0,05 

0 

0 

 

 

1 g/l 

 

 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

 Klebsiella pneumoniae 

0,85 ± 0,5 

0 

0,8 ± 0,00 

0 

0 

 

 

0,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,7 ± 0,1 

0 

0,8 ± 0,1 

0 

0 
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Biosurfactant produit dans le milieu à base de têtes de sardine 

Concentrations Souches testées Diamètre d’inhibition (cm) 

 

 

5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,8 ± 0,00 

0,7 ± 0,00 

0,85 ± 0,05 

1,05 ± 0,05 

1 ± 0,00 

 

 

2,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,85 ± 0,05 

0,6 ± 0,00 

0,8 ± 0,00 

1,05 ± 0,05 

0,9 ± 0,00 

 

 

1 g/l 

 

 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0,8 ± 0,1 

0,6 ± 0,00 

0,7 ± 0,00 

0,95 ± 0,05 

0,8 ± 0,00 

 

 

0,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

1,1 ± 0,00 

0 

0,65 ± 0,05 

0,75 ± 0,05 

0 

 

 

Biosurfactant produit dans le milieu à base de pattes de poulet 

Concentrations Souches testées Diamètre d’inhibition (cm) 

 

 

5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0 

0,65 ± 0,05 

1,3 ± 0,00 

0 

0,6 ± 0,00 

 

 

2,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0 

0,6 ± 0,00 

0,75 ± 0,05 

0 

0,6 ± 0,00 

 

 

1 g/l 

 

 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

 Klebsiella pneumoniae 

0 

0,6 ± 0,00 

0 

0 

0,6 ± 0,00 

 

 

0,5 g/l 

Staphylococcus aureus ATCC 

Escherichia coli ATCC 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumoniae 

0 

0,6 ± 0,00 

0 

0 

0,6 ± 0,00 
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D’après les résultats du Tableau XIII, on constate que les biosurfactants produits dans 

les différents milieux ont une activité anti microbienne. Le milieu glucose présente une 

activité anti microbienne à des concentrations différentes (5g/l, 2,5g/l, 1 g/l) sur la souche 

Staphylococcus aureus ATCC 43300, et une activité exercée par la solution mère contre les 

souches suivantes : Escherichia coli ATCC 25922 ; Staphylococcus aureus et Escherichia 

coli. Absence d’activité sur la souche Klebsiella pneumoniae. 

Le milieu à base d’épluchures de figues de barbarie présente une activité anti 

microbienne à des concentrations différentes (5 g/l, 2,5 g/l, 1 g/l et 0,5 g/l) sur les souches 

suivantes : Staphylococcus aureus ATCC 43300, Escherichia coli ATCC 25922, et une 

activité à des concentrations initiale (5 g/l) et 2,5 g/l sur les souches suivante : Staphylococcus 

aureus et Escherichia coli. Absence d’activité sur la souche Klebsiella pneumoniae. 

Le milieu à base des margines d’huile d’olive présente une activité anti microbienne à 

des concentrations différentes (5 g/l, 2,5 g/l, 1 g/l et 0,5 g/l) sur les souches suivantes : 

Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Staphylococcus aureus. Alors qu’il ne présente 

aucune sur les souches suivantes : Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 25922 et 

Klebsiella pneumoniae. 

Le milieu à base de têtes de sardine présente une activité anti microbienne à des 

concentrations différentes (5 g/l, 2,5 g/l, 1 g/l et 0,5 g/l) sur les souches suivantes : 

Staphylococcus aureus ATCC 43300; Escherichia coli ATCC 25922 ; Staphylococcus aureus 

et Escherichia coli. Il exerce, par ailleurs, une activité sur la souche Klebsiella pneumoniae 

mais uniquement aux concentrations suivantes : (5 g/l, 2,5 g/l et 1 g/l). 

Le milieu à base de pattes de poulet présente une activité anti microbienne à des 

concentrations différentes (5 g/l, 2,5 g/l, 1 g/l et 0,5 g/l) sur les souches suivantes : 

Escherichia coli ATCC 25922 ; Klebsiella pneumoniae et une activité à des concentrations de 

5 g/l et 2,5 g/l  sur la souche Staphylococcus aureus. Par contre, il y a absence d’activité sur 

les souches suivantes : Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Escherichia coli. 

Quelques biosurfactants comme les lipopeptides produit par Bacillus licheniformis 

BAS50 (Yakmov et al., 1995), les glycolipides élaborés par Streptococcus thermophilus A 

(Rodriguez et al., 2006), et les glycolipides synthétisés par Tsukamurella sp. (Lang et al., 

2006) ont été rapportés comme présentant une activité antibactérienne, certains présentent une 

activité antivirale (Benincasa et al., 2004 ; Haba et al., 2002) comme les rhamnolipides 
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produit par Pseudomonas aeruginosa B189 (Thanamsub et al., 2006), alors que d’autres 

peuvent changer la différenciation des cellules mammaires (Kitamoto et al., 2002).  

  

V.9. Etude de l’effet sur la croissance des lentilles (Lens culinaris) 

Après avoir réalisé notre test semis des graines et arrosage pendant 8 jours avec la 

solution du biosurfactant de chaque milieu préalablement préparée, soumis aux mêmes 

conditions de croissance, nous avons mesuré la hauteur des tiges obtenues (Tableau XIV). 

 

Tableau XIV: Résultats des mesures de la hauteur des plantes pour le test de croissance. 

 

Biosurfactant 

extrait à 

partir du 

milieu 

Témoin 

négatif 

(eau 

distillée) 

Glucose Epluchures 

de figues 

de 

barbarie 

Pattes de 

poulet 

Têtes de 

sardine 

Margines 

d’huile 

d’olive 

Hauteurs 

moyennes des 

plantes (cm) 

 

 

2,3  ±2,03 

 

 

5,51 ±2,79 

 

 

7,33 ±3,01 

 

 

5,57 ±2,84 

 

 

7,09 ±2,84 

 

 

5,24 ±4,05 
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Figure 24 : Photographies représentatives  des résultats de test de croissance 

pour les lentilles 

Témoin -  Glucose Epluchures de Figues de 

barbarie 

Tête de sardine Pattes de poulet Margines d’huile d’olive 
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A partir des résultats de la Figure 24 on a remarqué que les graines semés et arroser 

pendant 8jours avec les biosurfactants issues des différents milieux ont poussé de manière  

très importantes, et ce,  par apport au témoin négatif. 

Cette poussé importante est surtout observé pour les boites arrosées par le biosurfactant 

issue du milieu à base d’épluchures de figues de barbarie qui atteint une hauteur moyenne de 

7,33 cm, suivie de celui à base de têtes de sardines , pattes de poulet, glucose et margines 

d’huile d’olive en dernier. 

D’après cette étude nous avons constaté que le biosurfactant a un effet actif sur la 

croissance des graines de lentilles. 

Certaines bactéries sont par exemple capables de solubiliser le phosphore présent dans 

les sols ce qui est un grand avantage pour améliorer la croissance des plantes. Ces bactéries 

appartenant à différentes espèces, telles que Pseudomonas sp. ou Bacillus sp. synthétisent des 

enzymes spécialisées dans la solubilisation du phosphate organique ou inorganique (Faessel et 

al., 2014). 

 D’autres bactéries appartenant au genre Bacillus sont spécialisées dans la solubilisation 

du potassium à partir de minéraux. Les ions Fer libres peuvent aussi être séquestrés par des 

chélateurs particuliers nommés sidérophores produits par certaines bactéries comme les 

Pseudomonas sp. les rendant ainsi plus disponibles pour les plantes (Faessel et al., 2014). 

Dans l’étude portant sur la lutte biologique de moisissures les antagonistes les mieux 

connue appartiennent au Pseudomonas sp. ou Bacillus sp. le fonctionnement diffère selon 

l’antagoniste et repose sur un ou plusieurs mécanismes, dont la production d’antibiotique et 

de biosurfactant, la compétition de nutriment ou leur place, la résistance induite et le 

mycoparasitisme (Bertrand, 2010).  

Les résultats obtenus dans la présente étude permettent de suggérer que le biosurfactant 

produit par la souche Pseudomonas sp. testée agirait comme agent solubilisant de la matière 

minérale facilitant ainsi sa captation par les racines de la plante testée. 

Cependant, une mort programmée (apoptose) des cellules chez les plantes est observé 

avec forte doses de rhamnolipides (Samaï et al., 2016). 
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L’objectif de notre travail de recherche est l’étude de la cinétique de la production des 

biosurfactants par une souche Pseudomonas sp. incubée dans des différents milieux de culture 

a faible valeurs marchandes, préparés à partir de déchets végétaux (épluchures de figues de 

barbarie, margines de l’huile d’olive) et animaux (têtes de sardine et pattes de poulet). 

La culture de Pseudomonas sp. dans le milieu à base d’épluchures de figues de barbarie 

comme substrat a permis la production d’une quantité importante de biosurfactant (13,3g/l) 

ayant un bon index d’émulsion (45%). 

Le test de capacité de nettoyage du biosurfactant a permis d’avoir un effet nettoyant 

plus élevé pour le biosurfactant produit à partir du milieu à base d’épluchures de figues de 

barbarie avec un rapport Hn/Ht= 90% pour l’huile usée et 80% pour l’huile neuf, ce qui 

reflète que le biosurfactant jouent un rôle important dans la capacité de nettoyage. 

Pour le test du pouvoir moussant les cinq milieux représentent un effet moussant avec 

des valeurs variables dont on a constaté que le meilleur milieu est celui à base de pattes de 

poulet (58,97% ± 2,22). 

L’effet de l’activité antibactérienne des biosurfactant contres les 5 souches bactériennes 

a était étudié, les résultats obtenus indique la présence d’un effet anti-bactériens des 

rhamnolipides produits par le genre Pseudomonas sp. pour tout les milieux surtout sur les 

deux souches : Escherichia coli (ATCC 25922) et Staphylococcus aureus.  

L’étude de l’effet du biosurfactant sur la croissance des lentilles (Lens culinaris) s’est 

révélée positif vis-à-vis du témoin négatif surtout pour les lentilles arrosé avec le biosurfactant 

issus du milieu à base d’épluchure de figues de barbarie qui atteint une hauteur de 7,33 cm ±  

3,01. Ces résultats confirment l’importance des biosurfactant dans l’amélioration de la 

croissance des plantes. 

Le biosurfactant produit à partir de la souche étudiée dans ce travail pourrait servir 

comme agent de lutte biologique dans les sites pollués par les hydrocarbures, comme  agents  

thérapeutiques  présentant  des  activités antibactériennes, comme agent stimulant de la 

croissance végétale à faible concentration, comme agent moussant (exemple industrie 

cosmétique).  
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A la lumière des résultats obtenus, il est souhaitable de compléter cette étude par des 

approches plus approfondies, à savoir : 

- L’optimisation des paramètres de culture en faisant appel aux plans d’expériences telle que 

la méthode des surfaces de réponses. 

- Une approche moléculaire par le séquençage de l’ARN 16S de la souche isolée aiderait à 

déterminer de façon précise leur affiliation phylogénique. 

- La réalisation d’analyses qualitatives des hydrocarbures après leur biodégradation par la 

souche étudiée.  

- Evaluation de la toxicité des biosurfactants. 

- En fin, il est souhaitable d’exploiter la production de biosurfactant dans des bioréacteurs à 

grande échelle, et ce, dans la perspective d’améliorer les rendements de production.  
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Annexes  



Annexe I : Matériel utilisés 

1. Equipements  

 

- Etuve de 37°C (BINDER) 

- Etuve de 105°C (memmert) 

- Autoclave (Webeco) 

- pH mètre (inoLab) 

- Agitateur- plaque chauffante (VWR) 

- Centrifugeuse à froid (SIGMA) 

- Microscope photonique (hund WETZLAR) 

- Four à moufle (Nabertherm ) 

- Balance (KERN EMB 1200-1) 

- Bain marie (nüve bath) 

- Spectrophotomètre UV-visible (BIOTECH ENGINEERING MANAGEMENT CO. 

LTD. (UK) VIS-7220G) 

- Balance de précision (KERN 770) 

- Réfrigérateur (ENIEM) 

- Vortex 

- Compteur de colonies 

- Bec bunsen 

 

2. Verrerie et matériel en plastique 

 

- Erlenmayers  de 50ml, 100ml, 250ml,  500ml, 1000ml, 2000 ml 

- Bechers de 10ml, 20 ml, 50ml, 100ml, 250ml 

- Boites de Pétri en plastique 

- Pipettes graduées 

- Pipettes pasteur 

- Anse de platine 

- Anse à boucle 

- Tubes à essai 

- Lame 

- Pinces métallique 



- Micropipette 

- Cuvettes de spectrophotomètre 

- Seringues stérile  

- Coupelle en porcelaine pour le four à moufle 

- Dessiccateur  

- Barreaux magnétique  

- Ecouvillons stériles  

 

Annexe II : Milieux de culture et réactifs 

 

A. Composition des milieux de culture 

 

1. Gélose nutritive : 

 

Ingrédients Quantité 

Extrait de viande 1,0 g 

Extrait de levure 2,5 g 

Peptone 5,0 g 

Chlorure de sodium 5.0 g 

Agar 15,0 g 

Eau distillé 1000 ml 

pH 7,0 

 

Préparation : 

28 g par litre (stérilisation à l’autoclave). 

 

 

 



2. Bouillon nutritif 

Ingrédients Quantité 

Peptone 5,00 g 

Extrait de viande de bœuf 3,00 g 

Eau distillée 1000 ml 

pH 7,20 

  

Préparation : 

20 g dans 1L d’eau distillée. 

 

3. BHIB (Bouillon cœur-cervelle) 

 

Ingrédients Quantité 

Protéose-peptone 10,0 g 

Infusion de cervelle de veau 12.5 g 

Infusion de cœur de bœuf  5,0 g 

Glucose 2,0 g 

Chlorure de sodium 5,0 g 

Hydrogénophosphate de Sodium 2,5 g 

Eau distillée 1000 ml 

pH 7,4 

 

Préparation : 

37 g par litre stérilisation classique. 

 

 

 

 



4. Milieu MH (Mueller-Hinton) 

 

Ingrédients Quantité 

Infusion de viande de bœuf 300,0 ml 

Peptone de caséine 17,5 g 

Amidon de maïs  1,5 g 

Agar 17,0 g 

Eau distillée 1000 ml 

pH 7,4 

 

Préparation : 

38 g par litre. Stérilisation à l’autoclave. Pour préparer ce milieu il faut peser 38 g de 

poudre et la mélanger dans 1L d’eau distillée. Il faut homogénéiser puis chauffer en agitant. Il 

faut porter à ébullition pendant environ une minute. Ensuite il faut stériliser la gélose à 

l’autoclave durant 15 minutes à120°C.  

 

B. Réactifs et solutions 

 

 Alcool 

 Fuschines 

 Violet de gentiane 

 Solution lugol 

 Huile à immersion 

 Eau distillé 

 Tartrate de sodium potassium 

 DNS (acide 3,5- dinitrosalycilique) 

 SDS (sodium dodecyl- sulfate) 

 Solution NaOH à 2N 

 Gasoil 

 Solution HCL 6M 

 BSA 



 Phénol 

 Méthanol 

 Acide chlorhydrique 

 Acide acétique 

 Acide sulfurique 

 Chloroforme 

 bleu de coomassie  

 Acide phosphorique 85%. 

 

 

C. Sels minéraux 

 

Sels minéraux Quantité 

K2HPO4 1,6g 

KH2PO4 0,4g 

MgSO4 0,09g  

NaCl 15g 

NH4NO3 5H2O 3g 

CaCl2 0,02g 

ZnSO4 0,01g 

FeSO4 7H2O 0,05g 

MnSO4 H2O 0,008g 

CuSO4 5H2O 0,003g 

CO (NO3) 0,0026g 

 

 

 

 

 



Annexe III : Méthode de dénombrement des suspensions bactériennes 

Dénombrement par élément d’une suspension bactérienne sur une surface d’un milieu gélosé    

1. Préparer une suspension mère à partir d’une culture jeune de 18 h 

2. Préparer plusieurs dilutions au 1/10, c'est-à-dire transvaser 1ml de la suspension mère 

dans 9ml d’un liquide physiologique stérile en tube à essai pour préparer la dilution 

10
-1 

et continuer ainsi pour les autres dilutions. 

Bien  agiter les suspensions avant de prélever les 1ml 

Utilisation d’une pipette stérile de 1 ml pour la préparation de chaque dilution  

3. Déposer 0,1ml de la suspension mère sur la surface d’une gélose nutritive stérile et 

sèche. 

4. Utiliser un étaloire stérile pour étaler la suspension sur toute la surface de la gélose 

après avoir coulé les boites de Pétri. 

Utilisation de la même pipette et le même étaloire si on commence par la dilution 10
-2

 

ensuite 10
-1 

et à la fin la suspension mère. 

Changement de la pipette et stérilisation de l’étaloire si on commence par la suspension 

mère. 

5. Incubation de toutes les boites 24 heures à 37°C. 

 

Les résultats du dénombrement par étalement d’une suspension bactérienne sur une 

surface d’un milieu gélosé :  

Apparition de colonies sur les différentes boites avec un nombre qui diffère d’une boite a une 

autre. 

 

 

 



Pour la détermination du nombre de colonies par millilitre de la suspension 

bactérienne : 

 Multiplier le nombre de colonies comptées sur la dilution retenue pour le 

dénombrement par 10 pour déterminer le nombre de colonies par ml si le volume 

ensemencé est de 0,1ml. 

 Multiplier ensuite le nombre trouvé par le taux de dilution retenue pour calculer le 

nombre de colonies par ml de la suspension mère. 

 L’équation à appliquer = nombre de colonies compte sur la boite retenue x volume 

total de la dilution qui a servi au dénombrement x taux de dilution (dans ce cas c’est 

8). 

 

 Expression des résultats :  

Comme une colonie peut provenir d’une seule cellule bactérienne ou de plusieurs 

cellules bactériennes, on exprime le résultat final par le nombre d’unités formant 

colonies par ml et non par cellules par ml. 

 

 

Annexe IV : Calcul de la densité apparente 

Dans un bécher de 20 ml de milieu de culture préparé est mis sur une balance numérique et on 

a mesuré son poids puis on calcul le rapport suivant : 

 

𝑫𝒆𝒏𝒔𝒊𝒕é 𝒂𝒑𝒑𝒂𝒓𝒆𝒏𝒕𝒆 =
𝒎𝒂𝒔𝒔𝒆 𝒗𝒐𝒍𝒖𝒎𝒊𝒒𝒖𝒆 

𝒗𝒐𝒍𝒖𝒎𝒆 
 

 

 

 

 



Annexe V : Mesure  de la masse de la matière fraiche, matière sèche et des 

cendres   

 

Milieux de 

culture 

Masse de la matière 

fraiche(g) 

Masse de la 

matière sèche(g) 

Masse de la cendre 

(g) 

Milieu à base 

de figue 

15,499 17,082 0,326 0,359 0.029 0.032 

Milieu à base 

de têtes de 

sardine 

15,23 16,93 0,430 0,483 0.040 0.046 

Milieu à base 

de pattes de 

poulet 

16,300 14,900 0,452 0,414 0.024 0.022 

Milieu à base 

des margines 

d’huile d’olive 

18,574 17,893 0,044 

  

 

Annexe VI : Protocole utilisé pour le dosage des protéines (méthode de 

Bradford) 

 

Préparation du réactif de Bradford 

12,5mg de bleu de Coomassie  

12,5ml de méthanol     

25ml d’acide phosphorique  

212,5ml d’eau distillée  

Mélanger l’acide phosphorique avec l’eau distillée, ajouter le méthanol puis les mélanger avec 

le bleu de Coomassie. 



Préparation de la solution de BSA   

Solution mère de Sérum Albumine (BSA) à 2 g/l (2mg/ml), obtenue par la solubilisation 

de la BSA dans de l’eau distillée. 

Dissoudre 40mg de BSA dans 20 ml d’eau distillée. 

 

Protocole expérimentale  

Préparation des dilutions de la BSA  

Volume totale = 2 ml par dilution  

N° tube T1= 0 T2 = 0,25 T3 = 0,5 T4 = 1 T5 = 1,4 T6 = 2 

 

[BSA] (ml) 0 0,25 0,5 1 1,4 2 

 

Eau 

distillée 

(ml) 

2 1,75 0,5 1 0,6 0 

 

 

Préparation de la gamme étalon 

Nous utiliserons 6 points pour tracer la droite pour un volume total de 3,1 ml par échantillon 

N° tube Volume BSA en ml [BSA] dilution 

(mg/ml) 

Réactif de Bradford 

1(blanc) 0,1 0 3 

2 0,1 0,25 3 

3 0,1 0,5 3 

4 0,1 1 3 

5 0,1 1,4 3 

6 0,1 2 3 

 



Tracer la gamme étalon  

Régler le spectrophotomètre sur 594nm  

La lecture de l’absorbance de chaque tube se fera contre le blanc (tube ne contenant pas 

la protéine), il faut donc d’abord positionner le zéro avec le tube n°1 pour chaque tube de la 

gamme, reporté dans un tableau l’absorbance indiquée par le photomètre. 

[BSA] 

mg/ml 

0 

 

0,25 0,5 1 1.4 2 

DO 0 

 

0,021 0,040 0,071 0,108 0,130 

 

 

 

Mesure de la concentration  d’un échantillon inconnu  

Pour évaluer la concentration d’un échantillon il suffit alors d’utiliser le même volume 

que celui utilisé pour les points de la gamme (volume total et volume du réactif), d’en lire 

l’absorption à 594 nm au spectrophotomètre puis d’en reporter la mesure sur la courbe étalon 

qui nous donnera la concentration correspondante.  
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Pour déterminer la concentration d’un échantillon inconnu : préparer une cuve avec 3ml 

de réactif de Bradford ajouter 0,1 ml de l’échantillon puis lire son absorbance et la reporter 

sur la courbe d’approximation qui permet de retrouver sa concentration sur l’axe des 

abscisses.  

 

 

Annexe VII : Méthode de dosage des sucres réducteurs (méthode à l’acide 

dinitrosalicylique) : 

 

Le réactif au DNS est un mélange de deux solutions : 

Solution 1 : dissoudre 300 g de tartrate de sodium et de potassium dans 500ml d’eau distillée. 

Solution 2 : dissoudre 10 g de DNS dans 200 ml de soude à 2 N. 

Mélanger extemporanément les solutions 1et2 et compléter à 1L avec de l’eau distillée. 

 

 

 Gamme d’étalonnage : 

 Dans une série de six tubes à essai : 

 On introduit  0 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1ml de solution étalon à 0,45 g/l de glucose. 

 On complète à 1mL avec de l’eau distillée. 

 On ajoute 2mL de réactif au 3,5-dinitrosalicylique. 

Tous les tubes, bouchés, sont portés au bain-marie bouillant (100°C) en même temps 

exactement cinq minutes, puis ils sont refroidis dans un bain d’eau glacée. On complète 

chaque tube à 10ml avec de l’eau distillée. On homogénéise et on laisse reposer 15 minutes à 

température ambiante. 

 Les lectures des densités optiques sont réalisées à 540 nm contre le blanc réactif. 

Pour l’essai, on prend 1mL qu’on dilue au dixième avec de l’eau distillée auquel on 

rajoute 2 ml de réactif, et on suit les mêmes étapes que précédemment.  



 

Courbe représentative de la DO en fonction de concentration en sucre réducteurs (DO=f 

[sucres réducteurs]). 
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