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RESUME

Dans ce travail nous avons entrepris une étude sur la production, la caractérisation et
I'application en agroalimentaire d'un biosurfactant issu d'une souche thermophile isolée a
partir d’un sol sableux contaminé par les hydrocarbures pétroliers (région de Hassi
Messaoud, sud d’Algérie).

Les résultats obtenus révelent que : (a) La souche thermophile K7G a montré une forte
capacité productrice de biosurfactant traduit par la réduction importante de la tension
superficielle (32mN/m). (b) Le pétrole brut (1%, v/v)présente la meilleur source de carbone.
(c) Le biosurfactant obtenu posséde des propriétés tensioactives intéressantes; il est tres stable
thermiquement dans une large gamme de température [25 a 120°C], également, il présente
une bonne résistance dans les milieux acide et basique [pH = 2 a 12]. (c) Une application de
biosurfactant de la souche K7G a éte réalisée en agroalimentaire par un essai de préparation
de mayonnaise.

Mots clés: biosurfactant,bactérie, thermophile, agroalimentaire, émulsification

ABSTRACT

In this work we have undertaken a study of the production, characterization and application in
food of a biosurfactant produced by a thermophilic strain isolated from a sandy soil
contaminated with petroleum hydrocarbons (region of HassiMessaoud, south of Algeria).

The results show that: (a) Thethermophilic strain K7G showed strong biosurfactant producing
capacity results in significant reduction of the surface tension (32mn/ m). (b) Crude oil (1% v
/ v) represent the best carbon source. (c) Obtained biosurfactant has interesting surfactant
properties and is very thermally stable in a wide temperature range [25-120 ° C], also, it has
good resistance in acid and base medium [pH = 2-12]. (c) An application of the biosurfactant
K7G strain was carried out in food by preparing mayonnaise.

Keywords: biosurfactant, bacteria, thermophilic, food, emulsification
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INTRODUCTION

Les tensioactifs sont généralement des composes organiques utilisés dans de nombreuses
industries (textiles, cuir, métallurgie, pétroliere, pétrochimie, etc.) et sont également présents
dans les formulations de produits de consommation courante tels que les détergents, les
cosmétiques, les produits agroalimentaires, les produits pharmaceutiques ... En outre, ils sont
utilisés dans le domaine environnemental comme la dispersion des nappes de pétrole déversé
en milieu marin, ainsi la remobilisation des sols contaminés par les substances insolubles
(hydrocarbures) (Eddouaoudaet al., 2012).

En raison de leur toxicité, les tensioactifs chimiques sont de plus en plus remplacés par des
molécules issues des organismes vivants, spécialement les microorganismes, appelées
biosurfactants. Ces derniers possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs
homologues chimiques, mais ils ont I'avantage d'étre biodégradables, non toxiques et efficaces
(West et Harwell, 1992 ; Sullivan, 1998).

Les sites contaminés par les hydrocarbures sont des biotopes prometteurs pour isoler des
microorganismes, notamment les bactéries, ayant une capacité productrice élevée de
biosurfactants. A cet effet une collection des souches bactériennes, isolées a partir d’un sol
algérien contaminé par le pétrole brut et qui ont déja montré des aptitudes a dégrader le
pétrole et certains composés aromatiques, a été mise sur place afin d'investir sur le plan de la
recherche appliquée dans le domaine de la biotechnologie environnementale et industrielle.
Ces souches ayant un potentiel important a produire des biosurfactants ont été isolées dans le
cadre des travaux de recherche de I'équipe de biomolécules dirigée par Pr.Badis au sein du
Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles et de Biomolécules (LCSNBioMol) de
I'université SaadDahlab de Blida.

L’objectif de ce présent travail est d'étudier la production et la caractérisation d'un
biosurfactant, issu d'une souche thermophile isolée localement, en vue d’une application en
agroalimentaire. Des principaux facteurs affectant la production et la caractérisation de
biosurfactant ont été étudiés a savoir : la nature de la souche, la nature et la concentration de
la source du carbone et, la stabilité physicochimique de biosurfactant vis-a-vis la température
et le pH. Ainsi qu’un essai d’application de biosurfactant en agroalimentaire comme agent

émulsifiant dans la préparation de la mayonnaise a été envisagé.
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1.1. Tensioactifs

Les tensioactifs ou surfactants (chimique ou biologique) sont des molécules amphiphiles,
c'est-a-dire composées de deux parties: L'une hydrophobe (ou lipophile), la queue, et l'autre
hydrophile, la téte, comme le montre la figure 1. Ils sont capables de s’accumuler a I’interface
entre deux phases non miscibles comme I’huile et I’eau, tout en réduisant la tension de
surface, et par conséquent, ils permettent & celles-ci de se mélanger et de s’interagir plus
facilement ( Fiechter, 1992 ; West et Harwell, 1992Banat et al., 2000).

téte polaire

\

queue lipophile

Figure 1: Structure simplifiée d’un tensioactif(Desai et Banat, 1997)

1.2. Mode d'action des tensioactifs

Aux interfaces eau-matiere grasse, les tensioactifs se concentrent, leur partie lipophile
s'immergeant dans le corps gras et leur partie hydrophile dans l'eau. Ces agrégats de

molécules de tensioactifs ainsi formés s'appellent des micelles (Figure 2).

L’efficacité de biosurfactant dépend de sa concentration, a partir d’'une concentration appelée
Concentration Micellaire Critique (CMC), les monomeéres de biosurfactant s’associent pour

former des micelles qui sont responsables de ses propriétés physiques.

La tension de surface est inversement proportionnelle a la quantité de biosurfactant, des
concentrations ¢élevées de ce dernier abaissent la tension de surface jusqu’a une valeur
minimale et stable, appelée CMC. Au-dela de la CMC, les molécules de biosurfactant
s’associent en solutions aqueuses pour former des micelles a I’intérieur desquelles vont

pouvoir se solubiliser une grande variété de composés insolubles dans 1’eau (figure 2).



Monom

l ic
&% Micelle
% L
*ea®
L —_—
= Solubilité
JE k
E |\ <
Micelle el ~| 7 Fenion desurt
; - -—  — ension de surface
= S\ =4 naesd
e -
& - ,
Tension interfaciale

Concentration de surfactant

Figure 2 : Formation des micelles dans une solution de surfactant

En 2001, la production mondiale de surfactants chimique se chiffre a plus de 11 millions de
tonnes par année. La plupart des surfactants commercialement disponibles sont d’origine
chimique et sont des produits dérivés du pétrole. lls présentent un risque pour
I’environnement, car ils sont généralement toxiques et non biodégradables (Vipulanandan et
Ren, 2000). C’est pourquoi, depuis plusieurs années et grace a 1’essor de la biotechnologie,
les scientifiques se sont intéressés a des surfactants produits par des organismes vivants : les

tensioactifs biologiques ou biosurfactants.

1.3. Propriétés pratiques des tensioactifs

Le mouillage : En diminuant la tension superficielle solide-liquide, les tensioactifs permettent
un plus grand étalement du liquide. Ce pouvoir mouillant participe a la mise en suspension de

particules solides dans un liquide dans lequel elles sont insolubles

Le moussage : La formation de mousse, dispersion d’un volume important de gaz dans un
faible volume de liquide, nécessite la présence de tensioactif qui est adsorbé aux deux

interfaces eau/air formant une double couche.



La dispersion : Les tensioactifs permettent de fixer les particules hydrophobes contenues
dans une solution hydrophile (eau), ce qui permet de créer une dispersion, c'est-a-dire une

solution aqueuse contenant des particules en suspension.

L’émulsion : Un tensioactif facilite la formation d'une émulsion entre deux liquides non

miscibles (par exemple de I'eau et de I'huile).

La solubilisation : Les tensioactifs ont la propriété de dissoudre les liquides organiques

insolubles (hydrocarbures) dans I’eau.

1.4. Biosurfactants

Les biosurfactants (ou surfactants biologiques) sont produits par des microorganismes tres
variés : Champignons, levures et en particulier des bactéries. Leur structure dépend du type de
microorganisme, de la nature de substrat et des conditions de production (Parraet al.,
1989;Healyet al., 1996 ; Desai et Banat, 1997 ; Pacwa-Plociniczaket al., 2011).
Généralement, le groupement hydrophile (soluble dans I’eau) est constitué¢ par une variété de
groupements fonctionnels d’acides aminés, protéines, peptides cycliques, acides
carboxyliques, polysaccharides et (mono ou di) alcool gras ; et le groupement hydrophobe
non polaire (soluble dans 1’huile) est une chaine hydrocarbonée aliphatique saturée ou
insaturée (Cg a Cy, : linaire ou ramifie), un acide gras a longue chaine, hydroxy-acide gras
ou a-alkyl-B-hydroxy-acide gras (Parra et al., 1981; Healy et al., 1996;Pacwa-Plociniczaket
al., 2011).

1.5. Classification
Les biosurfactants sont classés selon leur composition chimique, poids moléculaire, propriétés

physico-chimiques, mode d’action et 1’origine microbienne.

a. Selon le poids moléculaire (Rosenberg et Ron, 1999)

= faible poids moléculaire : ils sont efficaces pour diminuer la surface et la tension

interfaciale comme les glycolipides,les phospholipides et les lipopeptides.

= haut poids moléculaire ou polymeres : connus bioemulsifiants qui sont plus efficace a

stabiliser le complexe huile-eau émulsion sans réduction importante de la tension de

surface. Exemple : les polysaccharides, les lipopolysaccharides ou les lipoprotéines.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Collo%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89mulsion

b. Selon la nature biochimique

On distingue cing grandes classes de biosurfactants : Les glycolipides, les lipopeptides, les
phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres (Healy, 1996).

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

chaine d’acides aliphatiques ou d’acide hydroxyaliphatiques (Healy, 1996). Les glycolipides

les plus étudiés sont les rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides.

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

Les phospholipides: sont formés de groupements alcool, phosphate et de chaine lipidique

(Healy, 1996). Bognolo (1999) indique qu'ils présents dans tous les microorganismes.

Les lipopolysaccharides: ou polymériques sont constitués d’une ou plusieurs unités

saccharides et d’acides gras. Ce sont les biosurfactants possédant la masse molaire la plus

élevée.

Les acides gras et lipides neutres: sont d'origine vegeétale, animale ou microbienne.

Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les
biotensioactifs les plus communs et les plus étudies sont les glycolipides et les phospholipides
(Falatko et Novak, 1992 ; Desai et Banat, 1997).

1.6. Microorganismes producteurs de biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes se développant de
maniére aérobie. Ces organismes sont en général des levures, des champignons ou des
bactéries. Les plantes, les animaux ou I'hnomme sont également capables d'en produire
(Mulligan et al., 2001;Christofi et Ivshina, 2002). Quelques biosurfactants issus de différents

microorganismes sont rassemblés dans le tableau 1.

Les bactéries utilisées pour produire les biosurfactants sont en général issues de sols
contaminés par des molécules hydrophobes comme les hydrocarbures. Elles sont donc isolées
de leur milieu naturel pour étre ensuite 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). Abaloset al. (2001) indiquent que sept homologues de rhamnolipides ont été

identifiés dans des cultures de Pseudomonas aeruginosa AT10.

Tableau 1 : principaux types de surfactants biologiques (Banat et al., 2000 modifie)

Microorganismes

Types de bio surfactant

Références

Artrobactersp. RAG-1

Hétéropolysaccharides

Rosenberg et al.(1979)

Artrobactersp. MIS38

Peptidolipides

Morikawaet al. (1993)

Artrobactersp.

Lipides de tréhalose, Lipides de
saccharose

Mulligan et al. (2001)

Bacillus licheniformis

Peptidolipides

Yakimovet al. (1995)

Bacillus subrilis

Surfactines

Amani et al., (2010)

Bacillus sp. AB-2

Rhamnolipides

Banat, (1993)

Bacillus velezensis

Peptidolipides

Ruiz et al. (2005)

Candida sphaerica

Glycolipides

Sobrinhoet al. (2008)

Aspergillus ustus

Glycolipoproteine

Seghal-kiranet al. (2009)

Candida bombicole

Sophorolipides

Shin et al. (2010)

Alcaligenesfaecalis

Glycolipide

Bharali et al., (2011)

Ocrobactrumsp. 1C

Glycolipide

Ferhat et al., (2011)

Corynebacteriuminsidiosum

Glycopeptide

Ries et Strobel, (1972)

Halamonassp. ANT-3b

Glycolipide

Pepiet al. (2004)

Pseudomonas aeruginosaCPCL

Rhamnolipide

Arutchelvi et Doble (2010)

Pseudomonas fuorescensSH10-3B

Viscosin (Peptidolipide)

Laycocket al. (1991)

Rhodococcussp. ST5

Glycolipide

Abu-Ruwaidaet al. (1991)

Rhodococcussp. 33

Polysaccharide

Uraiet al. (2006)

Rhodococcussp. TA6

Lipides, Glycolipide

Shavandiet al. (2011)

Halomonaseurihalina

Exopolysaccharides

Calvo et al. (2002)

Staphylococcus sp. 1E Lipopeptide Eddouaoudaet al. (2012)
Brevibacteriumaureum Lipopeptide Seghal Kiran et al. (2011)
Brevibacteriumsp. 7G Glycolipide Ferhat et al. (2011)
Nocaridiopsislucutensis Glycolipide Seghal-Kiran et al. (2010)




1.7. Avantage des biosurfactants

Les biosurfactants possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs homologues

chimiques, mais ils ont plusieurs avantages :

= Bonne stabilité thermique et chimique : pH (2-10), salinité (jusqu’a 20%) et de
température (jusqu’a 100 °C),

= Biocompatibilité et digestibilité : application dans les cosmétiques, les produits
pharmaceutiques et les additifs alimentaires fonctionnels,

= Caracteéristiques écologiques : biodégradables et non toxiques,

=  Temps de stockage long,

» Production a partir des déchets industriels (substrateffluents des huileries, graisse
animale, lactosérum, déchets riches en amidon,) en diminuant leur effet polluant et

conduisant a une réduction du codt de production.
1.8. Applications de biosurfactants

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non toxiques, biodegradables et peuvent étre
utilisés dans des conditions extrémes (Desai et Banat, 1997 ; Banat, 2000). C’est pourquoi ils

sont utilises dans de nombreux domaines (tableau?).

Tableau 2 : Différents domaines d'applications de biosurfactants (d’aprés Banat, 2000)

Fonction Champ d’application

Emulsifiant et dispersant Cosmétiques, peintures, produit alimentaire.

Solubilisant et micro-émulsions | Pharmaceutique, articles de toilette.

Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrietextile, peinture.

Détergent Nettoyantsménagers, produits de 1’agriculture.

Agent moussant Cosmétiques, articles de toilette, flottation de minerais.
Agent épaississant Peintures.

Agent séquestrant des métaux | Minerais, traitement d’huiles usagées pour boues de STEP,

aide a la croissance bactérienne | fermentation.

Dé-émulsifiant Traitement de déchets.
Agent réducteur de viscosité Transport par pipeline
Dispersant Séparation des mélanges goudron /pétrole ou goudron/eau.

Récupération de ressources Récupération assistée de pétrole.




Cependant, leurs couts de production demeurent encore assez élevés et freinent leur
utilisation. Les substrats de croissance pour les microorganismes producteurs de
biosurfactants sont peu couteux mais le faible taux de production et les procédures de
purification font que leurs couts peuvent étre parfois supérieurs a ceux des tensioactifs
chimiques (Van dyke et al.,1991 ; Fiechter, 1992).

1.9. Production des biosurfactants

Les microorganismes producteurs de biosurfactant se développant de maniére aérobie dans un
milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de carbone comme des hydrates de carbone,
des huiles ou des hydrocarbures (Bognolo, 1999 ;Mulligan et al.,2001). La structure et les
caractéristiques d’un biosurfactant dépendent des conditions de croissance, de la source de
carbone utilisée et du type de microorganisme. On obtient souvent un bon rendement avec un

substrat insoluble.

Le principal réle physiologique du tensioactif est de permettre aux microorganismes de se
développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre 1’eau et le
substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Fiechtre, 1992 ; Mata-Sandovalet
al.,2000).

Les diverses applications de biosurfactants nécessitent une méthode facile, rapide et fiable
pour découvrir les bactéries productrices de biosurfactants, les techniques utilisees pour
évaluer la production du biosurfactant sont: le test de déplacement d’huile, ’activité

hémolytique et la tension de surface.
e Activité hémolytique

L’hémolyse sur gélose au sang a été largement utilisée pour le criblage de bactéries
productrices des biosurfactants. Cette technique a été découverte par Bernheimer et
Avigad (1970). Elle a été déja utilisée pour quantifier les rhamnolipides (Johnson et
Boese-Marrazo, 1980)et la surfactine (Moran et al., 2002). Actuellement, de nombreux
chercheurs utilisent cette technique pour la sélection de nouveaux isolats producteurs de
biosurfactants (Carrillo et al., 1996 ; Yonebayashiet al., 2000).

e Tension de surface

Le phénoméne de tension de surface peut étre expliqué en termes d’énergie, c’est une

mesure de I’énergie libre de surface par unité de surface nécessaire pour apporter une



molécule au sein d’une phase a la surface. Augmenter la surface d’un liquide cotite de
I’énergie, pour minimiser cette derniére, la plus part des liquides prennent la forme de la
plus petite de surface. Car c’est la forme sphérique qui présente la surface la plus petite
par rapport aux autres formes de volumes, en effet, la tension de surface est donnée par la

relation y = 5 ; W : travail ou I’énergie qu’il faut fournir (a température et pression

constantes) pour accroitre la surface du liquide d’une quantité AA. La tension de surface

s’exprime en J/m?ou mN/m.

Le criblage des microorganismes producteurs des biosurfactants repose sur la mesure de
tension superficielle du milieu de croissance, un bon biosurfactant entraine une réduction

minimale de la tension superficielle.

1.10. Toxicité de biosurfactants

Bien que peu de données sont disponibles dans la littérature concernant la toxicité des
surfactants microbiens, ils sont généralement considérés comme des produits peu ou non-
toxiques et par conséquent, ils sont appropriés pour des usages pharmaceutiques, cosmetiques,
alimentaires et environnementaux. Le tableau 3 rassemble quelques valeurs de concentrations
effectives, et montre qu'en genéral les biosurfactants sont moins toxiques que leurs

homologues chimiques.

Tableau 3 : Toxicité de biotensioactifs comparée a celle de surfactants chimiques (Christofi et
Ivshina, 2002)

Surfactant Origine CE50 (mg.L™)
Rhodococcusruber AC 235 glycolipide complexe Biologique 650
Trehalose dicorynomycolate de R. erythropolis Biologique 49
Tréehalose tétraester de R. erythropolis Biologique 286
Rhamnolipides de Pseudomonas aeruginosa Biologique 50
Stéarate de sucrose (DK 50) Chimique 67
Finasol OSR-5 Chimique 7
Corexit 9597 Chimique 5

Inipol EAP 22 Chimique 0,004

CES50 : concentration effective a 50%, c'est-a-dire affectant 50% de la population testée




1.11. Les colloides alimentaires

Un colloide est un systéme constitué de fines particules (1nm a 1um) en suspension dans un
milieu, formant un systéme a deux phases séparées qui sont respectivement a 1’état gazeux,
liquide ou solide. On distingue différentes catégories de colloides selon la nature des phases
en présence (aérosol, émulsion, gel, mousse, ....). Par exemple: la mayonnaise, c'est émulsion
ou la phase de dispersion et la phase dispersée sont, toutes deux, liquides. Les molécules de
graisse provenant du jaune d'ceuf et du beurre sont en suspension dans la solution faite d'eau,

de vinaigre (solution d'acide acétique) et de jus de citron.

Le systeme colloide n’est pas stable thermodynamiquement. Si on mélange deux liquides
miscibles comme I’eau et I’huile nous n’arriverons jamais a une émulsion quelle que soit la
force avec laquelle on bat le mélange. Pour stabiliser plus longtemps une émulsion, il faut

ajouter des molécules tensioactives permettant au systeme colloidal de perdurer.

e Dans le cas de la mayonnaise, le tensioactif est le jaune d’ceuf

Le type d’émulsion est eau dans I’huile (e /h), I’eau provenant de I’ceuf, tandis que les
protéines contenues dans le jaune d’ceuf jouent le rdle de molécule tensioactif. 11 existe de
telles protéines dans le blanc d’ceuf, mais leur teneur est trés faible en comparaison avec le

jaune, d’ou la difficulté de monter une mayonnaise avec du blanc d’ceuf.

e Les additifs de stabilisation utilisés dans I’industrie agroalimentaire, et comme

améliorants dans la boulangerie et la charcuterie (Prommachan, 2002)

En agroalimentaire, les produits qui permettent de stabiliser les émulsions, les mousses ou les
gelées portent le nom d’émulsifiants, d’épaississants et de gélifiants. Leur nomenclature est
comprise entre E400 et E499 dans la codification européenne. Cependant, certains

antioxydants comme les lécithines (E322) peuvent aussi étre utilisées en tant qu’émulsifiants.
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11.1. Origine des souches bactériennes utilisées

La figure 3 montre le biotope utilisé pour I’isolement des souches bactériennes a fort potentiel

de dégradation hydrocarbures et productrices de biosurfactants.

Ce dernier utilisé, pour isoler des souches bactériennes aérobies, est un sol sableux contaminé
par les hydrocarbures pétroliers de la région de Hassi-Messaoud, (sud d’Algérie). Les
préléevements d’échantillons ont été réalisés a différentes profondeurs. La méthode
d’adaptation progressive, en utilisant le pétrole brut comme seule source de carbone et
d’énergie, a permis d’isoler des souches a fort potentiel dégradatif des hydrocarbures et leurs
dérivés (Eddouaoudaet al., 2012). Les différentes caractéristiques de ce biotope sont données

en annexe I.

Sol sableux
contaminé par
Sol Les
sableux hydrocarbures

Figure 3:Sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud) (Eddouaoudaet al., 2012)

11.2.Sélection des souches productrices de biosurfactant

Trois souches bactériennes thermophiles (K1C, K7G et K7D), prises de la collection du
LCSNBioMol, ont été sélectionnées pour leur performance a produire de biosurfactants. Des
repiquages successifs sur milieu solide ont effectués pour la purification des souches sous

forme de colonies bien isolées.

Une seule colonie a été mise dans un milieu liquide LB (10g/L de peptone, 10g/L de NaCl et
5¢/L d'extrait de levure) afin de préparer les précultures de 24h a 45 °C qui seront employées

pour inoculer les milieux a tester pour la production de biosurfactants.



Le milieu LB et le milieu minéral minimum (MM, voir composition en annexe 1) contenant
soit du pétrole brut soit I'huile d'olive a 1% (v/v) comme source de carbone ont €té utilisés
pour tester la production de biosurfactant. L'incubation a été assurée pendant 48h, la

température est fixée a 45 °C sous une agitation de 150 tr/min.

La production du biosurfactant a été suivie par la mesure de deux grandeurs:

= Tension superficielle

Le milieu de production est centrifugé a 7000 tr/min pendant 15 min. Le surnageant dépourvu
de biomasse est récupéré pour mesurer la tension superficielle a 1’aide d’un tensiometre de
type Tensiometre Kriiss K6, GmbH. La mesure de la tension superficielle est réalisée par la

meéthode de l'arrachement d'anneau en platine selon Kim et al. (2000).

» Indice d’émulsification (E.4)

L'émulsification est pratiquement estimée par l'indice d'émulsification E,4 ou on mélange des
volumes égaux de surnageant (4 mL) et de solution hydrophobe (huile d’olive) dans un tube a
essai, le mélange est bien agité au vortex (VTX 400) pendant 2 min jusqu’a 1’obtention d’un
liguide homogene, puis laisser au repos pendant 24 h avant de prendre la mesure

(Abouseoudet al.,2008) comme le montre la figure 4.

L'indice d'emulsification est defini comme étant le rapport de la hauteur de la couche
émulsionnée (He) sur la hauteur totale (Ht) et en multipliant par 100 (Francyetal. 1991;

Bodouretal. 2004) selon la formule suivante :

H
Eoy = H—i)( 100

Avec He : La longueur de la couche émulsionnée

Hr : La longueur totale du mélange



E 4= {he }’ ht} x 100

he: hauteur de I'émulsion

Témoin Test positaf

4 Surnageant de culture ou solution de biosurfactant
<__~ Substrat hydrophobe
€98 Phase émulsifiée

Figure 4 : Schéma récapitulatif du test d’émulsion (E24).

11.3. Choix de la meilleure source de carbone

Quatre sources de carbone ont été testées a savoir : I’huile d’olive, le pétrole, I’huile de friture
et I’huile de moteur & une concentration de 1% (v/v). Les milieux contenant les différents
substrats ont été inoculés par les souches performantes en suivant les mémes étapes de la
section 11.3. La mesure de la tension de surface et ’indice d’émulsification a été effectuée

apres 48h d’incubationa 45 °C sous une agitation de 150 tr/min.
I11.4. Effet de la concentration de la source de carbone

La production des biosurfactants peut étre affectée par la concentration de la source de
carbone. A cet effet, différentes concentrations de pétrole brut et de I'huile d'olive ont été
testées (0,1; 1 ; 2 et 3%).

I11.5. Extraction de biosurfactant

La procédure de récupération est la suivante : lorsque I’activité de biosurfactant est maximale
dans le surnageant (mesure de la tension de surface et la confirmation par un test rapide de
déplacement de pétrole, voir détail en annexe 1), le bouillon de culture est centrifugé a 7000
tr/min pendant 20 min afin d’éliminer la biomasse, le surnageant correspond au biosurfactant

brut. En fait, la récupération de biosurfactant est passée par plusieurs étapes :



= Le surnageant est acidifié par HCI (2N) apH =2;

= Le liquide acidifié est conservé & 4°C pendant une nuit ;

= e précipité est récupéré par centrifugation a 7000 g pendant 20 mina 4 °C ;
= L’extraction a été effectuée deux fois (v : v) a I’aide d’acétate d’éthyle.

= Le solvant a été ensuite enlevé a 1’aide d’un rotavapeur.

11.6. Caractérisation de biosurfactant
11.6.1. Caractérisation structurale

Analyse par FTIR : Le précipité du biosurfactanta été dissous dansle tétrachlorure de

carbone(CCly). L’échantillon est préparé par micropastillageKBr de lou 2 mm et a une
concentration d’environ 0.004% (1mg d’échantillon/250mg de KBr) en masse et soumis a une
pression de 20 bars/cm?. La pastille ainsi formée est analysée a I’aide d’un appareil de type
SHIMADZU de type FTIR 9800. Les spectres d’absorption infrarouge ont été mesurés entre
400 et 4000 cm™ et enregistrés par un logiciel Huper tous les 8 cm™ les spectres obtenus

représentent T= f(y) avec T : transmittance, y . nombre d’onde = 1 /A exprimé en cm™.

11.6.2. Caractérisation physicochimique

L’¢tude de la stabilité du biosurfactant est réalisée sur un surnageant exempte de cellules
bactériennes et ceci apres centrifugation a 7000 tr/min pendant 20 min. Les parametres
affectant la stabilité de biosurfactant ont été étudiés : La température et le pH. L’évaluation de

la stabilité de biosurfactant a été déterminée par la mesure de la tension de surface (TS).

- Stabilité thermique

Le biosurfactant est incubé a différentes températures pendant 24 heures : 25, 70, 100 et 120

°C. Apres cette durée, les mesures de TS ont été prises.
- Stabilité chimique

L’influence du pH a été également étudiée, le pH de surnageant a été modifi¢ de 2 a 12 en
utilisant des solutions de HCI et NaOH pour I’ajustement, les mesures ont été effectuces aprés

24 heures de repos.



11.7. Essai d’application de biosurfactant dans le domaine agroalimentaire

A du blanc d’ceuf et au biosurfactant produit par la souche K7G, nous ajoutons un peu d’eau,
et versons lentement de I’huile. Agitons, tout en introduisant 1’huile : une petite mousse se
forme d’abord puis en incorporant toujours I’huile, la mayonnaise se forme. La recette est

donné en chapitre résultats et discussion.
11.8. Identification biochimique des souches sélectionnées

Une identification préliminaire a été effectuée par la galerie biochimique API 50 CHpour

déterminer 1’affiliation de trois souches isolées localement.

Les principaux tests sont : coloration de Gram, mobilité, oxydase et catalase.

Le profil fermentaire est base sur la dégradation des carbohydrates suivants : 0- Témoin
1- GLYcérol, 2- ERYthritol, 3- D ARAbinose, 4-L ARAbinose, 5-RIBose, 6- D XYLose,
7- L XYLose, 8- ADOnitol, 9- B Methyl-D-Xyloside, 10- GALactose, 11-GLUcose

12- FRUctose, 13-MANnNosE, 14-SORbosE, 15-RHAmnose, 16-DULcitol, 17-INOsitol
18-MANNitol, 19-SORDbitol, 20-e-Methyl-D-Mannoside, 21-a-Methyl-D-Glucoside
22-N-Acetyl-Glucosamine,23-AMYgladine, 24-ARButine, 25-ESCuline, 26-SAL.icine
27-CELlobiose, 28-MALtose, 29-LACtose, 30-MEL ibiose, 31-SACchrose, 32-TREhalose
33-INUline, 34-Melezitose, 35-RAFfinose, 36-AMldon, 37-GLYcogene, 38-XYLitol
39-GENtiobiose, 40-D TURanose, 41-D LY Xose, 42-D TAGatose, 43-D FUCose

44-L FUCose, 45- D ARADitol, 46-L ARADbitol, 47-GlucoNATE, 48-2-Keto-Gluconate
49- 5-Keto-Gluconate.

Le détail de la technique de la galerie API CH 50 est donné eu annexe 1V.
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I11.1. Production de biosurfactants par des souches bactériennes thermophiles

La production de biosurfactants par des microorganismes mesophiles a été largement étudies.
En revanche. notre travail a été realisés a des températures supérieures a 40°C. Ceci montre

I'importance des souches thermophiles utilisées dans notre cas d'étude.
I11.2. Etude de la production de biosurfactants

D’apres les résultats obtenus, on remarque que la faible tension de surface est enregistrée en
utilisant un milieu complet (LB). Le milieu LB est un milieu riche en éléments nutritifs, ce
qui justifie la croissance bactérienne rapide et le métabolisme actif en comparaison avec le
milieu minimum ou le pétrole et ’huile d’olive constituent la seule source de carbone et

d’énergie.

Aussi, on observe que la réduction de la tension de surface est importante en présence du
pétrole pour les deux souches K1C (36,6 mN/m) et K7G (34,6 mN/m). En revanche,
l'utilisation de I’huile d’olive a donné une bonne réduction de la tension de surface pour la
souche K7D (33,2 mN/m). Donc, le pétrole est choisi comme source de carbone pour les
souches K1C et K7G, et I’huile d’olive pour la souche K7D.
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Figure 5 : Effet du milieu de culture et la source de carbone sur la production du biosurfactant par les
trois souches (T = 45°C, Temps d'incubation = 48h, 150 tr/min). a- pétrole brut, b- huile d'olive

A cause aux faibles différences de la réduction de la tension de surface entre les deux milieux
(LB et MM) et pour des raisons économiques, nous avons choisi le milieu minimum pour la

production des biosurfactants.
111.2.1. Effet de la nature de la source de carbone

En plus de pétrole et I’huile d’olive, la capacité des trois souches (K1C, K7D et K7G) a
utiliser I’huile de moteur et ’huile de friture comme sources de carbone pour la production
des biosurfactants a été testee. Les figures 6a, 6b et 6¢ montrent I'effet de la source de carbone

sur la production de biosurfactant par les trois souches thermophiles.
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Figure 6 : Effet de la source du carbone sur la production du biosurfactant
(T= 45°C, Temps d'incubation = 48j, 150 tr/min). a- souche K7D (huile d'olive, 1% V/v),
b- souche K7G (pétrole brut, 1% v/v), c- souche K1C (pétrole brut, 1% v/v)



Les résultats obtenus montrent que : le pétrole et I’huile d’olive présentent des sources
optimales pour la production du biosurfactant. Cela se traduit par la réduction de la tension

superficielle et des valeurs d’activité émulsifiante importante.

Chez la souche K7D, I’huile d’olive était la meilleure source qui abaisse la TS a 33 mN/m
avec une activité émulsifiante de 60%. Par contre, le pétrole donne de bons résultats avec la
souche K7G réduisant la tension de surface jusqu’a 32 mN/m avec une activité émulsifiante
égale 65% et la souche K1C diminue la tension de surface jusqu’a 33 mN/m avec une activité

émulsifiante égale 60%.

Plusieurs travaux ont sélectionné une variété de sources de carbone pour une meilleure
production de biosurfactant : le gasoil et le pétrole (lloriet al., 2005), I’hexadécane (Ferhat et
al., 2011 ; Abousaoud, 2008), I’huile d’olive (Eddouaoudaet al., 2012) et I’huile de tournesol
résiduelle de friture (Sadouket al., 2008).

111.2.2. Effet de la concentration de la source de carbone

La variation de la production des biosurfactants en fonction de la concentration de pétrole et

de ’huile d’olive est illustrée dans les figures 7 et 8.

On constante que la production de biosurfactant est maximale lorsque la concentration en
huile d’olive ou en pétrole est de 1%, ce qui conduit a une réduction minimale de la tension de
surface. Par exemple : pour la souche K7D, TS = 32 mN/m et E24 = 60% en utilisant I'huile
d'olive. Et pour la souche K7G, la TS = 33 mN/m et E24 = 65% en utilisant le pétrole brut
Egalement, on remarque qu'il y a une corrélation entre la tension de surface et l'activité
émulsifiante: une valeur minimale de la tension de surface correspond a une activité

émulsifiante maximale.

D’apres les résultats obtenus, 1% (v/v) de I’huile d’olive est la concentration optimale pour la

production de biosurfactant par la souche K7D (figure 7).
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Figure 7 : Effet de la variation de la concentration de I’huile d’olive sur la production de biosurfactant par
la souche K7D
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Figure 8 : Effet de la variation de la concentration du pétrole sur la production
debiosurfactant par la souche K7G



111.3. Récupération, caractérisation et application en agroalimentaire de biosurfactant

issu d'une souche thermophile K7G

Nous avons choisi la souche K7G pour la production de biosurfactant et également étudier ses
caractérisation et application en agroalimentaire. Les conditions de production sont :

- Milieu de culture : milieu minimum (MM),

- Source de carbone : pétrole brut (1%, v/v),

- Température d'incubation est fixée a 45°C,

- Temps d'incubation est de 48h,

- pH=7,0,

- Agitation est de 150 tr/min.

111.3.1 Extraction de biosurfactant

La récupération du biosurfactant dépend principalement de : La charge ionique, la solubilité
dans I’eau ou dans les solvants organiques, et la localisation (extracellulaire, intracellulaire ou
lie a la cellule). La majorité des biosurfactants sont secrétés dans le milieu. Le précipité

obtenu est une poudre cristalline soluble dans 1’eau (figure 9).

Figure 9 : Biosurfactant récupéré apres extraction

111.3.2. Caractérisation de biosurfactant

111.3.2.1. Caractérisation structurale

La spectroscopie d’absorption d’infrarouge permet de connaitre la nature des différents
groupements chimiques présents dans le biosurfactant. L’analyse de spectre d’absorption
FTIR (enregistré en transmittance) a permis d’identifier la totalité des bandes d’absorption
présentes dans un spectre d’infrarouge et de prédire les constituants concernés comme le

montre la figure 10. Les résultats obtenus montrent que :



- Une bande large située & 3531,35 cm ™ est attribuée aux vibrations d'élongation des liaisons
O-H dans l'alcool et phénol.

- Deux bandes situées a 3439,14 et 3250,95 cmcorrespondent aux vibrations d'élongation des

liaisons N-H dans les amines primaires et des liaisons C-H dans les alaces.

- Deux bandes de faible absorbance située a 2885,88 et 2834,28 cm™sont dues aux vibrations
d'élongation des liaisons =C-H dans les aldéhydes.

- Une bande intense située & 1629,63 cm™ résulte des vibrations d'élongation des liaisons C=C
dans les aromatiques et des liaisons C=0 dans les amides.

- Une bande significative située a 1331,91cm™ est probablement due aux vibrations
déformation des liaisons -CHj3 dans les alcanes ou d'élongation des liaisons C-N dans les

amines

- Une bande située & 958,50 cm™ est attribuée aux vibrations d'élongation des liaisons C-O-C.
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Figure 10 : Spectre de FTIR du biosurfactant issu d'une souche K7G

Il est probable que notre produit contient les glucides (liaisons O-H), les acides aminés

(liaisons N-H et C-N), une chaine aliphatique (alcane, liaisons C-H, C-Hs).



Cependant, d'autres types d'analyses sont nécessaires pour une identification plus détaillée,
telles que les analyses biochimique (identification des lipides, glucides et protéines) et LC-MS

(détermination de la masse moléculaire du produit et des masses des fragments (ions)).

111.3.2.2. Caractérisation physicochimique

La caractérisation (physicochimique et biologique) de biosurfactant est indispensable afin de
définir ses domaines d'applications. La stabilité de biosurfactant produit par la souche 7G vis-
a-vis la température et le pH a été étudié.

= Effet du pH

Le pH du milieu est un paramétre trés important qui peut influencer la stabilité de
biosurfactant. D’aprés les résultats obtenus (figure 11), le biosurfactant présente une tres
bonne stabilité dans les milieux acides et basiques, dans une gamme de pH variant de 2 a 12.
Une valeur presque constante de la tension de surface dans cet intervalle, ce qui favorise son

utilisation dans 1’industrie.

Ces résultats sont en accord avec ceux des travaux antérieurs. En étudiant ’effet du pH sur
I’activité de biosurfactant produit par la souche Candida glabrata UCP 1002, Luna et al.,
(2009) ont montré que la variation du pH n’affecte pas la stabilit¢é de biosurfactant. En
revanche, en étudiant ’effet du pH sur Dactivité du biosurfactant produit par Bacillus

subtilisHOB2,

Haddad etal. (2009) ont trouvé qu’un pH acide (pH = 4) influe sur ’activité de biosurfactant
avec une perte de I'ordre de 8 mN.m. A un pH = 3, le biosurfactant a complétement perdu son

activité (TS = 39,72 mN/m) en raison de la précipitation du biosurfactant en milieu acide.
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Figure 11 : Effet de la variation de pH sur la stabilité de biosurfactant produit par la souche K7G

= Effet de la température

La température du milieu est un parametre tres important qui peut influencer la stabilité de
biosurfactant. D’aprés les résultats obtenus (figure 12), lebiosurfactant produit par la souche
K7G est considére comme un excellent produit thermostable. Il garde ses propriétés
tensioactives dans une large gamme de température (25 a 120°C). Une valeur presque
constante de la tenions de surface (33 a 36 mN/m) dans cet intervalle, ce qui favorise son
utilisation dans I’industrie et sous différentes conditions de température. Cette forte stabilité

thermique peut étre expliquée par l'origine de ce biosurfactant (par une souche thermophile).

Les résultats obtenus par Brown etal. (1991) indiquent que 1’exposition de biosurfactant
produit par une souche bactérienne (désignée par isolat 1165), a des températures extrémes [0,
4, 100 et 120 °C] n’affecte pas la stabilité thermique de biosurfactant. D’autre part, Makkar
et Cameotra (2002) ont observé que la tension de surface conserve sa stabilité apres
I’exposition de biosurfactant produit par la souche Bacillus subtilis a une température de 100
°C.
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Figure 12 : Effet de la variation de température sur la stabilité biosurfactant produit par la souche 7 G

111.3.3. Essai d’application de biosurfactant
111.3.3.1. Pouvoir émulsifiant

Une émulsion est un systéme comprenant au moins deux liquides non miscibles, dont 1'un est
dispersé dans I’autre, sous une forme plus ou moins stable. Elle est souvent décrite comme
une dispersion de gouttelettes de I'une des phases dans ’autre. On distingue donc une phase
dispersee et une phase continue, souvent aqueuse (ex. eau) et huileuse (ex. huile). Pour
assurer la stabilité de I’émulsion, il est nécessaire d’utiliser un agent émulsifiant. Il existe
plusieurs types d’émulsions, les émulsions simples appelées eau-dans-huile (E/H) quand des
gouttelettes d’eau sont dispersées dans la phase huileuse, et huile-dans-eau (H/E) pour

I’inverse (Eddouaouda, 2012).

L’activité émulsifiante de biosurfactant produits par la souche K7G est testée contre deux

natures d’huile (végétale et d'olive). La figure 13 montre les résultats obtenus.
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Figure 13 : Pouvoir émulsifiant de biosurfactant

Les valeurs de I’activité émulsifiante, traduit par I’indice E,4, de biosurfactant montre qu’un
maximum d’émulsification est obtenu avec I’huile d’olive (E24=80%) comme le montre la

figure 14.

Témoin K7G

Figure 14 : Activité émulsifiante pour la souche K7G

111.3.3.2. Application pour la préparation de la mayonnaise

e Ingrédients :

- 1 blanc d’ceuf.

- 1 cuillére a café de moutarde.



- L’huile d’olive.
- Biosurfactant produits par la souche K7G.

Pour mélanger I’huile et ’eau de facon stable, il faut la présence de molécules ayant une
affinité a la fois I’huile et pour ’eau : ces molécules sont dites tensioactives. La figure 15

montre une mayonnaise au blanc d’ceuf+ Biosurfactant produis par la souche K7G

Figure 15 : photo d’une mayonnaise au blanc d’ceuf préparée au laboratoire
a- en présence de biosurfactant produit par la souche K7G, b- sans biosurfactant

Les biosurfactantssont utilisésdans le domaine alimentaire,ils jouenthabituellementunrdle
anti-adhésifetcomme  des agentsde  formulation  deproduits  alimentaires,comme
ingrédientquifavorise la formation et la stabilisationde I'émulsionen raison deleur capacité a
diminuer latension superficielle et interfaciale. Ils sont également utilisés pour
contrélerl'agglomération desglobules de matiere grasse, de stabiliser les systemesaérés,
d'améliorer la texture et ladurée devie des produits contenant I'amidon, modifier les
propriétésrhéologiques des pates au bléet améliorerla cohérenceet la texture des produits a

base de matiére grasse (Ramkrishna Sen , 2010).



Les biosurfactants sont souvent utilisés en agroalimentaire poursolubiliser deux phases non
miscibles comme dans le cas de margarine, chocolat, mayonnaise. On sait aujourd’hui que ce
sont les protéines de jaune d’ceuf plus que les lécithines qui sont responsables des
mayonnaises (de I’émulsion stable) (Muthusamyet al., 2008). C’est pour cette raison que ’on
peut aussi faire une mayonnaise au blanc d’ceuf étant donné qu’il y a environ 12.5 % de
protéines de blanc d’ceuf (albumine), on peut donc faire une mayonnaise sans jaune d’ceuf si
des tensioactifs sont présentés dans le mélange (tel que le biosurfactant produit par la souche
7G).



CONCLUSION GENERALE

Dans le cadre de ce présent travail, nous avons essayé d'apporter notre contribution a I'étude
de la production, la caractérisation et I'application en agroalimentaire de biosurfactant issu
d'une souche thermophile isolée a partir de sols contaminés de pétrole brut de la région de
Hassi-Messaoud (sud d'Algérie).

La premiére partie de I'étude s'est intéressée a la selection des souches productrices de
biosurfactant et de la source de carbone. Trois souches bactériennes thermophiles (isolées a
45°C) ont été utilisées pour la sélection de la meilleure souche productrice de biosurfactants.

Les résultats obtenus ont révélé que les trois souches utilisées sont productrices de
biosurfactant : Les valeurs de la réduction de la tension de surface étaient 32, 33 et 33,1
mN/m pour les souches K7G, K1C et K7D, respectivement. Ainsi, deux sources de carbone
ont été selectionnées a savoir le pétrole brut (1%, v/v) pour les souches K7G et K1C et I'huile
d'olive (1%, v/v) pour la souche K7D. Egalement, vu la faible différence de la réduction de la
tension de surface entre les milieux de culture (minimum et LB), le milieu minimum peut étre

utilisé, afin de minimiser le co(t de la production de biosurfactant.

La seconde partie de I'étude nous a permis d'évaluer l'efficacité du biosurfactant, issu de la
souche K7G, en étudiant ses caractéristiques physicochimiques et structurales, ainsi son
application en agroalimentaire. Les résultats obtenus ont montré que : le biosurfactant produit
par K7G est trés stable thermiquement dans une gamme de température tres large (25 a
120°C). Ainsi, il présente une tres bonne stabilité dans les milieux acide et base, dans un
intervalle de pH variant de 2 a 12. Egalement, une bonne émulsion est obtenue avec I'huile
dolive (E24 = 83,3 %) et le pétrole brut (E24 = 65 %). Finalement, une application de ce

biosurfactant en agroalimentaire a été réalisée par la préparation d'une mayonnaise.



Recommandations

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

approches plus approfondies, a savoir :

= FEtude d'autres caractéristiques de biosurfactant issu de la souche thermophile K7G
comme l'effet de la salinite, l'activité antimicrobienne et la détermination de la

concentration micellaire critique (CMC),

= Utilisation d'autres analyses et techniques (analyse biochimique et LC-MS) pour

caractériser structuralement le biosurfactant,

= L’utilisation d’autre technique d’analyse pour confirmer la structure de biosurfactant

produit par la souche K7G,

= |dentification de la souche K7G par les outils de la biologie moléculaire,

=  Poursuivre I’application pour la préparation de la mayonnaise par une caractérisation

rhéologique et sensorielle.
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Caractéristiques du biotope utilisé pour l'isolement des souches productrices de

ANNEXE |

biosurfactants

Tableau 3.1 : Caractéristiques physico-chimiques du biotope

COT : Carbone Organique Total ; Nt : Azote total Kjeldahl
Hydrocarbures Pétroliers Totaux

- Sol non salin

- Sol légeérement salin
- Sol salin

- Sol tres salin

- Sol extrémement salé

CE< 2

2 <CE< 3

3 <CE< 5

9 <CE< 16

CE > 16

Echantillon N° 01 02 03
Parameétres Puits OMOZ #472 Puits OMKZ #32 | Puits OMKZ#502
COT (%) 2,30 7,1 3,5
N+ ( %0 ) 0,42 1,18 0,51
COT/Ny 54,7 60,1 68,6
HPT ( g/kg du sol ) 27,83 59,07 36,05
Conductivité ( mS/cm) 17,32 13,06 13,95
pH(1:2,5)H,0 7,50 7,57 7,25
HTP :




ANNEXE Il

Isolement des souches bactériennes : L'isolement est basé sur la capacité des souches a croitre sur

le pétrole brut (mesurer la densité optique a 600 nm). En effet, les tests de biodégradation ont été
réalisés dans des flacons de 250 ml contenant 100 ml de milieu de culture (MM), 2% (p/v) de sol
contaminé par le pétrole brut et 2% (v/v) de pétrole brut comme source de carbone et d'énergie.

L'incubation a été réalisée a 45°C sous une agitation de 150 tr/min (Eddouaouda, 2012).

Afin d’obtenir une culture microbienne active, des repiquages successifs ont été effectués toutes les

48 h dans un milieu neuf. La croissance bactérienne a été suivie par :

v L’observation microscopique a I’aide d’un microscope optique a contraste de phase

(Olympus BX50).

v' La mesure de la densité optique (DO) a 600 nm a été effectuée a I’aide d’un

spectrophotometre.

v' Le suivi de la disparition de la couche huileuse du pétrole durant la période
d’incubation qui est réalisée par I’observation visuelle permet d’évaluer Ia

dégradation du pétrole.

Milieu de culture : Le milieu de culture liquide utilisé est a base de sels minéraux, milieu minimum

(MM), sa composition (g/l) est : NH,CI (0,4), K,HPO, (0,3), KH,PO, (0,3), NaCl (10), MgCl, (0,33), CaCl,
(0,05), extrait de levure (0,1) et 1 ml de solution d’oligoéléments contenant (par litre): HsBO,4 (0,25g),
CuS0,45H,0 (0,5g), MnSO,4 H,0 (0,5g), NaMoO, (0,06g), ZnSO,4H,0 (0,7g). Le pH est ajusté entre 7,0

et 7,5. Ensuite, le milieu est stérilisé a 120 °C pendant 20 min.



ANNEXE |11

Les appareils utilisés:

Balance pH-meétre autoclave hotte chimique

Spectrophotométrie agitateur-incubateur

Vortex Etuve bactériologique



ANNEXE IV
Lecture de galeries API 50CH

Deux parametres comptent pour la lecture des réactions observées :
*|’intensité (croissance ou acidification)

*|a vitesse d’apparition
La lecture des galeries doit se faire :

o a des temps d’incubation définis (3h, 6h, 24h, 48h par exemple), dépendant du microorganisme
et du type de réaction étudié (fermentation ou assimilation).

o de fagon semi-quantitave : on donne la note 0 aux réactions négatives et 5 aux réactions positives
d’intensité maximale. Les notes 1, 2, 3 ou 4 sont données aux réactions intermédiaires (3, 4 et 5
sont considérées comme positives).

o les résultats sont notés sur les fiches de résultats comme indiqué dans I'exemple. Ils constituent

le profil biochimique du microorganisme.

Parmi les galeries utilisées, on cite les APl 50 CHB : pour I'identification des Bacillus, il est composé de
Sulfate d’'ammonium (2 g), extrait de levure (0.5 g), tryptone (1 g), rouge de phénol (0.18 g), base

minérale (Cohen-Bazire, 10 ml), tampon phosphate (1000 ml) (Figarella et Leyral, 2006).



Tableau 4 : Composition de la galerie API 50 CH (Figarella et Leyral, 2006)

Bande 0-9 Bande 10-19 Bande 20-29 Bande 30-39 Bande 40-49
Tube/substrat Tube/substrat | Tube/substrat Tube/substrat Tube/substrat
0 Témoin 10 GAlactose | 20 a-Methyl-D-Mannoside | 30 MELibiose 40 D TURanose
1 GLYcérol 11 GLUcose 21 a-Methyl-D-Glucoside 31 SACchrose 41 D LYXose
2 ERYthritol 12 FRUctose 32 TREhalose 42 D TAGatose

3 D ARAbinose

4 L ARAbinose

5 RIBose

6 D XYLose

7 L XYLose

8 ADOnitol

9 B Methyl-D-Xyloside

13 MANnNosE

14 SORbosE

15 RHAmnose

16 DULcitol

17 INOsitol

18 MANnitol

19 SORbitol

22 N-Acetyl-Glucosamine

23 AMYgladine

24 ARButine

25 ESCuline

26 SAlLicine

27 CELlobiose

28 MALtose

29 LACtose

33 INUline

34 Melezitose

35 RAFfinose

36 AMldon

37 GLYcogene

38 XYLitol

39 GENtiobiose

43 D FUCose

44 | FUCose

45 D ARAbitol

46 L ARAbitol

47 GlucoNATE

48 2-Keto-Gluconate

49 5-Keto-Gluconate




Annexe V

Résultats de la lecture de I’API 50 CH pour les trois souches
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