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Résumé 

Dans le présent travail, nous avons effectué une étude sur l’optimisation et la caractérisation 
d’un biosurfactant, issu d’une souche thermophile, criblée parmi sept souches isolées 
localement à partir d’un sol sableux anciennement contaminé par les hydrocarbures de la 
région de Hassi-Mesaoud (sud de l’Algérie).  

Les résultats obtenus pour la souche performante révèlent que : (a) la souche thermophile 
K2N a montré une capacité productrice importante de biosurfactant traduit par la faible 
valeur de la tension de surface (25 mN/m), (b) le gasoil (0,5 %, v/v) présente la meilleure 
source de carbone, (c) le biosurfactant de la souche K2N détient des propriétés tensioactives 
intéressantes; il est très stable thermiquement dans une large gamme de température [4 à 100 
°C], il présente une très bonne résistance dans les milieux acide et basique [pH = 2 à 12], 
également, il est efficace dans les milieux très salés (jusqu’à 300 mg/l), (d) finalement, 
l’étude phénotypique a montré que la souche K2N est affilée à l’espèce Bacillus 

licheniformis.     

Mots clés: bactérie thermophile, biosurfactant, industrie pharmaceutique.  
 

Abstract 

In this work, we have conducted studies on the screening of bacterial strains producing 
biosurfactants , production and characterization of a biosurfactant , from a thermophilic strain 
isolated locally from a sandy soil previously contaminated by oil at Hassi Mesaoud region 
(southern of Algeria), for an application in the pharmaceutical industry. 

The results show that: (a) the thermophilic strain K2N showed significant productive capacity 
of biosurfactant resulted in the low value of the surface tension (25 mN / m), (b) gasoil (0.5% 
v/v) is the best carbon source (c) of the biosurfactant from K2N has interesting surfactant 
properties and is very thermally stable in a wide temperature range [4-100 °C], it has very 
good resistance in acidic and basic media [pH 2-12 ], also, it is effective in very salty 
environments (up to 300 mg/l), (d) finally, the phenotypic study (API 50 CH) showed that 
strain K2N is attached to the genus Bacillus. 

Keywords : thermophilic bacteria , biosurfactant , pharmaceutical industry. 
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INTRODUCTION  

 

La plupart des surfactants disponibles sur le marché sont d'origine chimique dont ils 

présentent un risque pour la santé humaine et l'environnement à cause de leur toxicité 

(Vilpulanan dan et Ren (2000). C'est pour cette raison que les recherches scientifiques 

s’orientent vers les surfactants biologiques, notamment produits par des microorganismes, 

appelés biosurfactants. Ces derniers possèdent les mêmes propriétés tensioactives que leurs 

homologues chimiques, mais ont l'avantage d'être biodégradables, non toxiques et sont 

également efficaces dans des conditions extrêmes (températures, pH et salinité) (Banat et al., 

2000). 

Les sites contaminés par les hydrocarbures sont des biotopes prometteurs pour isoler des 

microorganismes ayant une capacité productrice élevée de biosurfactants. A cet effet une 

collection des souches bactériennes, isolées à partir d’un sol algérien contaminé par le pétrole 

brut et qui ont déjà montré des aptitudes à 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, très particulièrement dans les 

formulations pharmaceutiques. Ces souches ont été isolées dans le cadre des travaux de 

recherche de l'équipe de biomolécules au sein du Laboratoire de Chimie des Substances 

Naturelles et de Biomolécules (LCSNBioMol) de l'université Saad Dahlab de Blida.  

Le présent travail a pour objectif (1) d'étudier le criblage des souches bactériennes 

productrices de biosurfactants et (2) la production et la caractérisation d'un biosurfactant 

produit par une souche thermophile. Des principaux facteurs affectant la production et la 

caractérisation de biosurfactant ont été étudiés à savoir : la nature de la souche, la nature et la 

concentration de la source de carbone et, la stabilité physicochimique de biosurfactant 

(température, pH et salinité).  

Ce mémoire se subdivise en trois parties : La première représente une analyse de la littérature 

scientifique où sont exposées les données relatives aux biosurfactants et leurs différentes 

applications industrielles. La seconde partie, est réservée à la présentation de la méthodologie 

adoptée pour la réalisation de notre travail. La troisième partie de ce mémoire est consacrée à 

la présentation et la discussion des résultats obtenus. Le manuscrit est achevé par une 

conclusion générale. 
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I.1. Introduction  

Les tensioactifs sont des molécules capables de s’accumuler à l’interface entre deux phases 

non miscibles comme l’huile et l’eau, tout en réduisant la tension de surface, et par 

conséquent, ils permettent à celles-ci de se mélanger et de s’interagir plus facilement (Banat et 

al., 2000 ; West et Harwell, 1992) . 

En 2001, toutes les applications des tensioactifs représentent, à travers le monde, une 

consommation de 11 millions de tonnes par an. La plupart des surfactants disponibles sur le 

marché sont d’origine chimique et sont des produits dérivés du pétrole. Ils présentent un 

risque pour la santé publique et l’environnement, car ils sont généralement toxiques et non 

biodégradables (Vilpulanandan et Ren, 2000). C’est pour cette raison que les recherches 

scientifiques s’orientent depuis plusieurs années vers les tensioactifs biologiques, produits 

notamment par microorganismes, appelés biosurfactants. Ces derniers ont un nombre illimité 

d'utilisations qu’implique chaque industrie et chaque aspect de la vie, ils sont utilisés dans les 

industries : pétrolière, pharmaceutique, d’hygiène, cosmétique, ciment, agroalimentaire, 

textiles, peinture, détergents et nettoyage, etc. (Banat et al., 2000 ;  Desai et Banat, 1997).  

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles constituées d'une partie hydrophile polaire 

et d'une partie hydrophobe non polaire (figure 1). Généralement, le groupement hydrophile est 

constitué de glucides, acides aminés, cyclopeptides, alcools ou de polysaccharides (mono ou 

disaccharides) ; le groupement hydrophobe est constituée de longue chaîne d'acides gras 

saturés ou insaturés (Vilpulanandan et Ren, 2000). 

 

                                       

 

A la surface d'un liquide, les tensioactifs s'organisent de telle sorte que la tête hydrophile soit 

au contact de l'eau et la chaîne hydrophobe orientée vers l'extérieur (figure 2). 

Partie hydrophile, 
soluble dans l’eau 

Partie hydrophobe, soluble dans l’huile 

Figure 1 : Représentation schématique d'un tensioactif (Vilpulanandan et Ren, 2000) 
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Figure 2. Schématisation de l'organisation des tensioactifs 

La portion hydrophile de la molécule permet de distinguer quatre types chimiques de 

biosurfactants :  

• tensioactifs anioniques : leur partie hydrophile est chargée négativement ; 

• tensioactifs cationiques : leur partie hydrophile est chargée positivement ; 

• tensioactifs non ioniques : la molécule ne comporte aucune charge nette ; 

• tensioactifs zwitterioniques ou amphotères : leur partie hydrophile comporte une charge 

positive et une charge négative, la charge globale est nulle. Selon le pH de la solution, ils 

peuvent agir en tant qu'espèce anionique, cationique ou neutre. 

La portion hydrophobe, quant à elle, influe sur la chimie du biosurfactant par son aromaticité, 

son nombre d’atomes de carbone ou son degré de ramification (Desai et Bana, 1997). 

 

I. 2.  Classification  

 
Contrairement aux tensioactifs chimiques, qui sont classés selon leur structure de dissociation 

dans l’eau (cationique, anionique, nonionique et amphotères), les biosurfactants sont classés 

selon leur composition chimique, poids moléculaire, propriétés physico-chimiques, mode 

d’action et l’origine microbienne. 

Selon la nature biochimique (composition chimique) du biosurfactant, on distingue cinq 

grandes classes de biosurfactants : les glycolipides, les lipopeptides, les phospholipides, les 

lipopolysaccharides et les lipides neutres (Ron et Rosenberg, 2002 Healy et al., 1996 ; 

Bognolo, 1999).  

 
Les glycolipides, sont constitués de glucides en combinaison avec une longue chaîne d'acides 

aliphatiques ou d'acides hydroxyaliphatiques. Les glycolipides les plus étudiés sont les 

rhamnolipides, les tréhalolipides et les sophorolipides . 
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Les lipopeptides, sont composés d'un lipide attaché à une chaîne polypeptidique. Les lipides 

d'ornitine  sont les plus connus. 

 

Les phospholipides, sont formés de groupements  alcool, phosphate et de chaîne lipidique et 

indique bien que présents dans tous les microorganismes, il y a peu d'exemples de production 

extracellulaire. 
 

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

saccharides et d'acides gras. 
 

Les acides gras et lipides neutres, sont les biosurfactants possédant la masse molaire la plus 

élevée. 
 

On note que les biosurfactants de types glycolipides et phospholipides sont les plus connus et 

les plus étudiés. 

 

I.3. Production de biosurfactants  

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes, notamment les 

bactéries, se développant de manière aérobie dans un milieu aqueux contenant une ou 

plusieurs sources de carbone. Le tableau 1 rassemble quelques microorganismes producteurs 

de biosurfactants.  

Le principal rôle physiologique du biosurfactant est de permettre aux microorganismes de se 

développer sur des substrats insolubles en réduisant la tension interfaciale entre l'eau et le 

substrat, rendant ce dernier plus facilement accessible (Makkar et Cameotra, 2002). 

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

contaminés par des composés insolubles (hydrocarbures). Elles sont donc isolées de leur 

milieu naturel et sont cultivées en laboratoire. Ceci permet de sélectionner les souches 

productrices de biosurfactants et d'optimiser les paramètres abiotiques influençant la 

production (sources de carbone et d'azote, température, salinité, pH, …).  
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      Tableau 1 : Principaux microorganismes producteurs de biosurfactants (Desai et Banat, 1997) 

 

Microorganisme Type de biosurfactant 

Torulopsis bombicola   

Pseudomonas aeruginosa        

Bacillus licheniformis              

Pseudomonas sp. DMS 2847   

Bacillus subtilis                        

Arthrobacter paraffineus         

Arthrobacter   

Pseudomonas flurescens          

Pseudmonas sp. MUB             

Torulopsis petrophilum            

Candida tropicalis                   

Corynebacterium lepus            

Acinetobacter sp.     

Acinetobacter calcoaceticus   Rag-1                                   

Acinetobacter calcoaceticus  2CAC 

Candida lipolytica                    

Candida petrophilum                           

erythropolis  Rhodococcus 

 eryithropolis Nocardia     

Corynebacterium salvonicum   SFC 

Corynebacterium hydrocarboclastus 

Glycolipides 

Glycolipides 

Lipoprotéines 

Lipoprotéines 

Glycolipides 

Glycolipides de sucrose et de fructose 

Glycolipides 

Lipides de rhamnose 

Lipides de rhamnose 

Glycolipides et/ou protéines 

Acides gras complexes Polysaccharides   

Acides de corynomycoliques 

Acides gras, mono et diglycérides     

Lipoheteropolysaccharide, (Emulsane)  

Cellules entières (lipopeptide) 

Liposane (hydrate de carbone) 

Peptidolipides 

Lipides neutres 

Dimycolates de Tréhalose 

Lipides neutres 

complexe de Polysaccharides-protéines 
 

 

Généralement, 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 deux rhamnolipides (Van dyke et al., 1993). 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 actuellement 

les bactéries les plus étudiées (Banat et al., 2000). Les molécules de biosurfactant sont 

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

structures de biosurfactants sont portées dans la figure 3. 



 

 

 

 

Figure 3 : Différents types de biosurfactants produits par les microorganismes en utilisant                                              
des substrats solubles et/ou insolubles dans l’eau (Banat et al., 2000) 
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I.4. Méthodes de criblage des souches productrices de biosurfactants 

La production du biosurfactant est estimée par plusieurs méthodes : test d’hydrophobicité de 

la surface cellulaire, test de déplacement d’huile, l’activité hémolytique et mesure de la 

tension de surface. 

 

a. Test  d’hydrophobicité de la surface cellulaire 

L’hydrophobicité de la surface cellulaire est un facteur important pour prédire l’adhésion des 

microorganismes aux surfaces hydrophobes (hydrocarbures). Le caractère hydrophobe de la 

surface externe des cellules microbiennes pourrait être utilisé pour mesurer le potentiel de 

l’affinité des cellules pour les substrats hydrophobes. Si l’hydrophobicité cellulaire est élevée, 

les microorganismes ont plus de chance d’adhérer aux gouttelettes d’huile, et par suite en 

améliorant leurs pouvoir biodégradatif des hydrocarbures. Pruthi et Cameotra (1997) ont 

trouvé une corrélation directe entre l’hydrophobicité de la surface cellulaire et la production 

de biosurfactant.  

D’après les études de Lee et Yii (1996), il est permis de dire qu’une bactérie est hydrophobe 

quand le pourcentage d’adhésion est supérieur à 50%, hydrophile quand ce pourcentage est 

inférieur à 20% et moyennement hydrophobe quand le pourcentage est entre ces deux valeurs. 

 

c. Activité hémolytique 

L’hémolyse sur gélose au sang a été largement utilisée pour le criblage de bactéries 

productrices de biosurfactants. Cette technique a été découverte par Bernheimer et Avigad 

(Cameotra et Makkar, 1998), elle a été déjà utilisée pour quantifier la surfactine (Lang et 

Wullbrandt, 1999) et les rhamnolipides (Gabet, 2004).  

 

d. Tension de surface 

Le phénomène de tension de surface peut être expliqué en termes d’énergie, c’est une mesure 

de l’énergie libre de surface par unité de surface nécessaire pour apporter une molécule au 

sein d’une phase à la surface. Augmenter la surface d’un liquide coûte de l’énergie, pour 

minimiser cette dernière, la plupart 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 suivante :  
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σL est la tension superficielle du liquide, σW est la tension superficielle de l'eau, NL est le 

nombre de gouttes de liquide, Nw est le nombre de gouttes de l'eau, ρL est la densité du 

liquide,  ρW est la densité de l'eau. 

Le criblage des microorganismes producteurs de biosurfactants repose sur la mesure de 

tension superficielle du milieu de croissance, un bon biosurfactant entraîne une réduction 

minimale de la tension superficielle.                                                                                                      

I.5.  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). 

 
a. Source de carbone  

Généralement, la source de carbone est divisée en trois catégories à savoir: les glucides, les 

hydrocarbures et les huiles végétales. En effet, le type, la qualité et la quantité de 

biosurfactant sont influencés par la nature du substrat (Rahman et Gakpe, 2008). Les 

composés solubles (glucose, saccharose et glycérol) peuvent être utilisés comme source de 

carbone pour la production de biosurfactants (Desai et Banat, 1997). Cependant, la quantité 

produite en biosurfactant est inférieure à celle obtenue avec des substrats non miscibles tels 

que les n-alcanes et l'huile d'olive (Robert et al, 1989). 

 
b. Source d’azote  

La source d’azote est un paramètre important dans la régulation de la synthèse de 

biosurfactant. L'azote peut être apporté sous différentes formes (les sels d’ammonium, 

nitrates, l’urée, ...) selon les bactéries productrices (Patel et Desai, 1997). L'optimisation du 

rapport C/N est indispensable afin d'obtenir un bon rendement de production. Khopade et al., 

(2012) ont trouvé un rapport optimale (C/N = 20) pour une production maximale de 

biosurfactant .  
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c. pH  

Généralement, les milieux acido-basiques sont défavorables pour la production de 

biosurfactants. Par exemple, 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 Norcardia corynbacteroides sont 

inaffectées par des pH variant de 6,5 à 8,0 (Haigh, 1996). 

 

      d. Sels minéraux  

Il semblerait qu'une concentration limité en ions magnésium, calcium, potassium sodium ou 

éléments traces induise une augmentation de production (Gabet, 2004). 

 

e. Oxygène 

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

l'activité cellulaire ou la croissance (Abalos et al., 2001). 

 

f. 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 (Edwards et al., 1991). 

 

I.6. Propriétés de biosurfactants 

Les biosurfactants ont de meilleures propriétés moussantes et une plus grande sélectivité. Ils 

sont moins sensibles aux environnements extrêmes comme la température, le pH et la salinité. 

Ils sont biodégradables et non ou peu toxiques ce qui rend leurs applications 

environnementales intéressantes. 

a. Réduction des tensions superficielle et interfaciale  

Les biosurfactants diminuent considérablement les deux tensions.  Un bon biosurfactant peut 

diminuer la tension de surface (TS) de l’eau de 72 à 35 mN/m et la tension interfaciale (TI) 

eau/hexadécane de 40 à 1 mN/m (Mulligan, 2005). 
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b. Biodégradabilité  

Contrairement aux tensioactifs synthétiques, les biosurfactants sont des composés facilement 

biodégradables (Mulligan, 2005 ; Mohan et al., 2006). 

 

c. Faible toxicité  

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, cosmétiques, 

alimentaires et environnementaux.  

Il est à noter que la toxicité dépend de la structure des surfactants et non pas de leur origine. 

En générale, la toxicité est corrélée avec la chaîne grasse hydrophobe de surfactant ; plus la 

chaîne grasse est longue, plus l’hydrophobicité est élevée et par suite le tensioactif est plus 

toxique. 

 

d. Pouvoir émulsifiant   

Les biosurfactants peuvent stabiliser (émulsifiants) ou déstabiliser de l’émulsion 

(démulsifiants). Les biosurfactants à haut poids moléculaire sont en général mieux que ceux à 

faible poids moléculaire. A titre d’exemple, les Sophorolipides de Torulopsis bombicola ont 

montré leur capacité à réduire les tensions de surface et interfaciale, mais ils ne sont pas de 

bons émulsifiants (Cooper et Paddock, 1983). Par contre, le liposane a montré une mauvaise 

réduction de la tension de surface, mais il est utilisé avec succès pour émulsionner les huiles 

comestibles (Cirigliano  et Carman, 1985). 

 

e. Activité biologique  

Plusieurs biosurfactants ont montré une activité contre les bactéries, champignons, algues et 

virus. D'autres utilisations médicalement appropriées des biosurfactants incluent leur rôle en 

tant qu'agents anti-adhésifs aux microbes pathogènes, les rendant utiles pour traiter beaucoup 

de maladies et en tant qu'agents thérapeutiques et probiotique. Un biosurfactant de 

glycolipide, a exercé l'inhibition de croissance et la différentiation en induisant des activités 

contre des variétés de cellules humaines de leucémie  directement affecté par la transduction 

intracellulaire (Zhao et al., 2010). 
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L’étude de l'activité antimicrobienne de biosurfactant produit par  bacillus subtillis R14 contre 

29 contraintes bactériennes a démontré que les lipopeptides ont un large spectre d'action, y 

compris l'activité antimicrobienne contre des micro-organismes avec des profils résistants de 

multi-drogue (Tabatabaee et al., 2005). Le biosurfactant (nature lipopeptidique) produit par la 

Staphyloccocus sp. 1E a monté une activité bactéricide contre les bactéries Staphylococcus 

aureus (3,374 mg/ml), Escherichia coli, (6,75 mg/ml) Pseudomonas aeruginosa (6,75 mg/ml) 

et Bacillus subtilis (3,374 mg/ml), en revanche, aucune activité fongique n’a été observée 

contre la souche Aspergillus niger (Eddouaouda et al., 2012). Les rhamnolipides inhibent la 

croissance des espèces nuisibles de bloom algale (Heterosigma akashivo et Protocentrum 

dentatum) pour des concentrations variant de 0,4 à 10 mg/l (Wang et al., 2005).  

 
f. Concentration Micellaire Critique (CMC)  

La CMC est définie comme étant la concentration au-delà de laquelle les molécules de 

tensioactifs s’associent et s’arrangent sous forme d’agrégats particuliers appelés micelles 

(Desai et al., 1994). En effet, dans les micelles, les parties hydrophobes se regroupent vers le 

centre, et les portions hydrophiles restent en contact avec l'eau (Figure 4). La CMC peut 

également être définie comme étant la concentration pour laquelle la tension superficielle 

devient minimale. La CMC d'un biosurfactant varie avec sa structure, la température de la 

solution, la présence d'électrolytes ou de composés organiques (Abouseoud et al., 2008). 

 

 

 
 

  

Figure 4 : Variation de la tension interfaciale, de la tension de surface et la solubilité                       
en fonction de la concentration du biosurfactant 
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I.7. Avantage des biosurfactants  

Les biosurfactants possèdent les mêmes propriétés tensioactives que leurs homologues 

chimiques, mais ils ont plusieurs avantages : 

  

� Bonne stabilité thermique et chimique : pH (2-10), salinité (jusqu’à 30%) et de 

température (jusqu’à 100 °C), 

 
� Biocompatibilité et la digestibilité : application dans les cosmétiques, les produits 

pharmaceutiques et les additifs alimentaires fonctionnels, 

 
� Caractéristiques écologiques : biodégradables et non toxiques, 

  
� Temps de stockage long, 

 
� Production à partir des déchets industriels (substrat effluents des huileries, graisse 

animale, lactosérum, déchets riches en amidon, …) en diminuant leur effet polluant et 

conduisant à une réduction du coût de production. 

 

Les applications potentielles des biosurfactants sont : l’émulsion, la séparation de phases, la 

mouillabilité, la formation de mousses, la solubilisation, l’inhibition de la corrosion, la 

diminution de la viscosité, antiadhésive contre plusieurs microorganismes pathogènes. En 

outre, ils possèdent des propriétés antimicrobiennes, antitumeur et antimycoplasique. Ils 

peuvent être utilisés dans de nombreux domaines comme agricoles, de nourriture, 

cosmétiques, pharmaceutiques (Hirata et al., 2009 ; Velikonja J. and Kosaric, 1993 ;  Asci 

et al., 2010). Récemment, les biosurfactants ont suscité beaucoup d'attention dans des critères 

de nanobiotechnologie (Joshi et al, 2007). 

 

I.8.  Biosurfactants dans l’industrie pharmaceutique 

1.8.1. Principaux constituants des préparations pharmaceutiques  

Devant la diversité des préparations pharmaceutiques existant sur le marché et les 

caractéristiques esthétiques qu'on leur demande, l'industrie chimique est obligée de produire 

une grande variété de matériaux de base qui peuvent être utilisés pour la formulation de ces 

préparations. Des principaux constituants les plus utilisés sont : 
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a- Constituants huileux  

 
- Huiles Minérales, Vaselines et Cires Minérales,  

- Huiles et Graisses Végétales et Animales.  

- Cires Animales et Végétales.  

- Alcools Gras et Stérols  

- Huiles et Cires de Silicones 

 
b- Eau et constituants polaires  

Ils sont utilisés pour la préparation de produits sans huile, ainsi que dans les formulations 

contenant plus ou moins de composants apolaires : eau, alcools, Agents viscosants 

(mucilages, alginates, les dérivés de la cellulose, gélatine et bentonite). 

 
c- Agents tensioactifs  

Par la diversité de leurs fonctions, ils sont des constituants de première importance dans 

l'industrie pharmaceutique.   

 

I.8.2. Implications biologiques de l'utilisation des tensioactifs chimiques 

Les tensioactifs sont des substances chimiques qui peuvent interagir avec des membranes 

cellulaires, pouvant produire des effets indésirables. Ils peuvent altérer leur perméabilité et 

leur intégrité et par conséquent le processus de transport des solutés au travers de ces 

membranes. Ce processus semble dépendre d'interactions complexes avec les protéines de la 

paroi cellulaire et de la solubilisation de certains composés lipidiques. 

En ce qui concerne l'épiderme, ils peuvent réduire son contenu en substances hydrosolubles et 

hygroscopiques, et aussi en lipides, altérant sa capacité naturelle à retenir l'eau, réduisant sa 

flexibilité et son élasticité et produisant une peau rêche et sèche. 

Ils peuvent également augmenter la perméabilité de l'épiderme en dénaturant les protéines de 

la couche cornée et faciliter la diffusion de molécules polaires dans l'épiderme. Ils sont aussi 

capables de modifier le métabolisme de l'épiderme, tant des lipides (réduisant la synthèse des 

phospholipides) que des acides nucléiques et nucléotides, et de réduire son activité 
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respiratoire (Attwood et Florence, 1983). C’est pour cette raison, qu’on s’oriente vers 

l’augmentation importante de la production des biotensioactifs.  

 

I.8.3. Applications des biosurfactants dans l’industrie pharmaceutique 

Les applications des biosurfactants les plus significatifs ont été étudiées dans la 

bioremédiation des sites contaminés par les hydrocarbures (Zhang et al., 2010). En outre de 

tous ces avantages, les biosurfactants ont un grand nombre de bioactivités : empêcher la 

croissance bactérienne (Inoh et al., 2001), inhiber la croissance de tumeur, c’est un 

antibiotique, il a les effets sur la migration des neutrophiles humaines, l’activité anti-asthme, 

il aide dans la digestion de nourriture (Kitamato et al., 2002), inhibe la synthèse de paroi 

cellulaire et ils ont les propriétés fongicides (Rodrigues et al., 2006b).  

1.9.  Conclusion 

Les composés tensio-actifs chimiquement synthétisés sont employés couramment dans les 

industries alimentaires pharmaceutiques, cosmétiques, de pétrole, etc. Cependant, avec les 

avantages de la biodégradabilité, la non toxicité et de la production sur des substrats de 

ressource renouvelable, les biosurfactants peuvent remplacer les agents tensioactifs qui sont 

chimiquement synthétisées. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

23 

 

 

 

 

CHAPITRE II  

MATERIEL ET METHODES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

24 

II.1. Origine des souches bactériennes  

Le biotope 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 (figure 5). Les 

prélèvements d’échantillons ont été réalisés à 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 à fort potentiel dégradatif des hydrocarbures et leurs 

dérivés. Les différentes caractéristiques de ce biotope sont données en annexe I (Eddouaouda, 

2012).    

 

 

Figure 5 : Localisation de la région de Hassi Messaoud 
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La figure 6 montre le biotope utilisé pour l’isolement des souches bactériennes à fort potentiel 

de dégradation hydrocarbures et productrices de biosurfactants. L’annexe I donne la 

caractérisation physicochimique de biotope utilisé pour l’isolement.  

 

   

       Figure 6 : Sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud) (Eddouaouda, 2012) 

 

II.2.  Isolement des souches bactériennes  

Toutes les étapes de l’isolement ont été réalisées dans le cadre de travaux de thèse de doctorat 

de Mr. Eddouaouda (2012) (voir annexe II). 

II.2. Criblage des souches productrices de biosurfactant  

Repiquage : Les souches bactériennes utilisées dans cette étude (sept souches) ont été 

repiquées sur milieu solide en boîtes de Pétri. Après l’incubation à 45 °C pendant 24 heures, 

les souches sont conservées à 4 °C pour une durée de 4 à 6 semaines, afin de pouvoir toujours 

disposer des souches viables (Joshi et al., 2008).  

Préparation de la culture bactérienne : Les souches conservées à 4 °C ont été ensemencées sur 

milieu liquide LB (voir composition en annexe II) et puis incubées à 45 °C pendant 16 h pour 

avoir un bon trouble de croissance. Ces dernières cultures ont servi à inoculer les milieux qui 

seront employés pour suivre la production de biosurfactants. 

Sélection de la meilleure souche productrice de biosurfactant : Les expériences ont été 

réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml de milieu minimum MM (voir 

composition en annexe II), additionné de 1% du pétrole brute comme source unique du 

carbone et énergie. Ce milieu liquide est inoculé avec 1% d’une culture bactérienne issue de 
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l’étape précédente. L’incubation s’effectue à 45 °C sous une agitation de 150 tr/min pendant 2 

jours.  

Le criblage est basé sur la mesure de la TS du surnageant après centrifugation à 4000 tr/min 

pendant 20 minutes. La TS a été mesurée à l’aide d’un tensiomètre manuelle de Krüss 

(Annexe III). L'instrument est calibré avec l'eau ultra pure (72 mN/m) et avec l’éthanol pur 

(22,7 mN/m). Avant l'utilisation, l'anneau de platine est séquentiellement lavé avec l'acétone. 

II.3.  Optimisation de la production de biosurfactant  

Deux facteurs intéressants ont été testés sur la production du biosurfactant : nature de la 

source de carbone et sa concentration. De ce fait, cinq sources de carbone ont utilisées 

(liquides hydrophobes insolubles dans l’eau) à différentes concentrations (0,25 % ; 0,5% ; 

1% ; 2 % et 3%) : gasoil, huile de friture, huile d’olive, huile de moteur et pétrole. La 

sélection de la source optimale est basée sur la mesure de la TS. 

II.4.  Extraction du biosurfactant  

Après 48 heures d’incubation, le bouillon de culture a été centrifugé à 7000 tr/min pendant 20 

min. Le surnageant dépourvu de cellules correspond au biosurfactant brut, ce dernier a été 

ajusté à un pH de 2 au moyen d’une solution de HCl (3 N). Ensuite, il est laissé au repos 

pendant une nuit à 4 °C. Le précipité est récupéré par centrifugation à 7000 tr/min pendant 20 

min. L’extraction a été effectuée une fois (v : v) à l’aide d’acétate d’éthyle. Le solvant a été 

ensuite enlevé à l’aide d’un rotavapeur (Singleton, 1999). 

II.5.  Caractérisation structurale du biosurfactant  

La caractérisation structurale du biosurfactant a été effectuée au moyen d'analyse 

spectroscopique infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) de la poudre sèche de 

biosurfactant en le balayant dans la gamme de 500 - 4000 cm−1 à une résolution de 4 cm−1. Le 

spectrophotomètre à transformée de Fourier IRTF est de marque Jasco type IRTF-8900 (Voir 

l’annexe IV).  

 

II.6.  Etude de la stabilité du biosurfactant  

Cette étude a été réalisée sur le surnageant correspondant au biosurfactant brut. Le contrôle 

s’effectue après 24 heures par la mesure de la tension superficielle. 
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� Stabilité chimique  

Le pH du surnageant a été ajusté à différentes valeurs (2 à 12) en utilisant des solutions HCl 

ou NaOH. Pour examiner également l'effet de la salinité, le biosurfactant a été soumis à 

différentes concentrations en chlorure de sodium (NaCl) : 20, 50, 100, 200 et 300 % (p/v). Les 

solutions sont laissées à la température ambiante pendant 24 h avant de mesurer la TS. 

 

� Stabilité thermique  

Afin d'évaluer la thermostabilité du biosurfactant, le surnageant a été incubé à différentes 

températures : 4, 22, 45, 70 et 100 °C pendant 24 h. 

II.7.  Identification de la souche performante productrice de biosurfactant  

L'identification de la souche performante productrice de biosurfactant est réalisée en se basant 

sur les études morphologique et biochimique. 

II.7.1.  Etude morphologique  

II.7.1.1.  Aspect macroscopique  

L’observation de l'aspect macroscopique des colonies permet d'effectuer une première 

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de l'identification, les 

critères d’identifications macroscopiques sont (Singleton et al., 2001): 

- La forme des colonies : rondes, irrégulières,…etc. 

- La taille des colonies par la mesure du diamètre.  

- La chromogénèse: couleur de la colonie.  

- L'élévation: convexe, concave, plate.  

- L'opacité: opaque, translucide ou transparente.  

- La surface: lisse, rugueuse, sèche, dentelée,…etc. 

II.7.1.2.  Aspect microscopique  

L’observation microscopique consiste à observer les cellules bactériennes à l’état frais et 

après une coloration de GRAM, l’état frais permet de déterminer la forme, l'arrangement et la 
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mobilité des bactéries. L’observation se fait au microscope photonique à grossissement X 100 

(Marchal et Bourdon, 1982). La coloration de GRAM est une double coloration qui nous 

permet de connaître la forme, l'arrangement, la pureté ainsi que la nature  biochimique de la 

paroi des cellules purifiées (Gram+ ou Gram -) (Tortora et al., 2003). 

II.7.2.  Etude biochimique  

L’étude biochimique nous oriente sur le métabolisme suivit par les microorganismes étudiés 

et les enzymes qu'ils possèdent. Ces tests ont été réalisés en utilisant la galerie biochimique 

Api 50 CH appliquée à la meilleure souche productrice de biosurfactant. La galerie 

biochimique permet en général de distinguer les espèces, même étroitement apparentées entre 

elles (Bodour et al., 2004). 

Tous les tests du métabolisme énergétique, glucidique et protéique sont réalisés en 

utilisant la galerie Api 50 CH (Annexe V). 

 

II.7.2.1  Métabolisme énergétique  

Étude du type respiratoire : Le type respiratoire est mis en évidence par l'ensemencement d'un 

milieu gélosé (viande-foie) dans des tubes fins et profonds dans lesquels l'oxygène n'est 

présent qu'en surface et sur une zone étroite de 1 cm. 

Après incubation des milieux à 30°C pendant 24 heures, 4 types respiratoires peuvent être 

distingués : 
 

-    Croissance en surface: bactéries aérobies strictes. 

-    Croissance en profondeur: bactéries anaérobies strictes. 

-    Croissance le long du tube: bactéries aéro-anaérobies facultatives. 

-    Croissance dans la partie supérieure proche de la surface: bactéries microaérophiles. 

 

Recherche de la catalase : La catalase est une enzyme ayant la propriété de décomposer le 

peroxyde d'hydrogène(H2O2) avec dégagement d'oxygène selon la réaction suivante: 

 

H2O2                                                                                                              H2O      + 1 / 2   O2 

 

Sur une lame et à l’aide d’une pipette Pasteur, on dépose une colonie bactérienne à laquelle 

on ajoute de l’eau oxygénée (à 10 volumes). La présence d’une catalase est révélée par 

catalase 
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l’apparition immédiate de bulles de gaz qui correspond à l’oxygène dégagé (Singleton, 1999). 

 

 

Recherche de l'oxydase : Ce test permet la détection de la phénylène-diamine-oxydase ou le 

cytochrome oxydase; enzyme  entrant  dans  divers  couples  d'oxydoréduction. Agissant  sur  

un  substrat incolore, cet enzyme entraîne la formation d'une semi-quinone rouge. Cette 

dernière, très instable, s'oxyde rapidement pour donner un composé noirâtre. 
 

Pour réaliser ce test, un disque d’oxydase contenant de l'oxalate N- 

dimethylparanitrophénylène-diamine, qui aura été préalablement imbibé d'une goutte d'eau 

distillée stérile est déposé sur une lame et mis en contact avec une colonie bactérienne 

fraîchement cultivée. L’apparition d'une coloration violette immédiatement indique que le test 

est positif (Tortora et al., 2003). 

 

Recherche du nitrate réductase : L'étude de la réduction des nitrates se fait par la mise en 

évidence des nitrites formés. Ces derniers en milieu acétique ou sulfurique, donnent une 

coloration rose. L’enzyme nitrate réductase B catalyse la réduction des nitrates en nitrites 

(réduction assimilatrice). Les nitrates peuvent aller également jusqu’au stade azote 

moléculaire (N2). 

A une culture de 24 à 48h d'incubation à 30 °C en bouillon nitraté ensemencé avec la souche 

étudiée, cinq gouttes de réactif de Griess sont ajoutés. Après agitation, la lecture est 

immédiate. Plusieurs cas de figures peuvent se présenter : 
 

- Lorsque la coloration est rose ou rouge ; les nitrates sont réduits en nitrites, on parle 

de nitrate réductase positive (NR+). 

- Lorsque le milieu reste incolore ; de la poudre de zinc est ajoutée (réducteurs 

des nitrates) ; après cinq minutes les tubes sont de nouveau observés : Si le milieu 

devient rose ou rouge, il reste des nitrates, donc ces derniers n'ont pas été réduits par 

la bactérie, donc la bactérie est de nitrate réductase négative NR-. Si le milieu reste 

incolore, il ne reste plus de nitrates, les bactéries les ont réduit au- delà du stade 

nitrites: nitrate réductase positive NR+ (Tortora et al., 2003). 
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II.7.2.2  Métabolisme glucidique  

L’étude de la voie d’attaque des glucides permet de distinguer les bactéries à métabolisme 

oxydatif ou fermentatif (Singleton, 1999). 

 

Étude des différentes voies fermentatives intermédiaires : L’étude des différentes voies 

fermentatives intermédiaires permet d’effectuer une différenciation entre la fermentation des 

acides mixtes (réaction rouge de méthyle : RM) et butylène glycolique (réaction Voges 

Proskauer, VP) (Marchal et Bourdon, 1982).  

 

Recherche de la β-galactosidase : Pour dégrader activement le lactose, les microorganismes 

doivent posséder deux enzymes ; la perméase et la galactosidase. Le test ONPG permet de 

mettre en évidence la β-galactosidase qui dégrade l’ONPG soit l’orthonitrophényl -D- 

galactopyranoside qui possède une structure analogue au lactose. Le lactose est composé 

d’une molécule de glucose et une molécule de galactose, tandis que l’ONPG est composé 

d’une molécule d’orthonitrophényl liée à un galactose. L’hydrolyse de l’ONPG (composé 

incolore) libère l’orthonitrophényl qui est responsable de la coloration jaunâtre de milieu 

(Marchal et Bourdon, 1982).  

 

Utilisation des sucres : La voie d’utilisation des sucres permet de mettre en évidence d’une 

part, la fermentation du glucose (avec ou sans dégagement de gaz), du lactose, du 

saccharose et d’autre part, la production d'hydrogène de sulfate (H2S) (Singleton, 1999 

 

Utilisation du citrate comme source de carbone : Le milieu utilisé ne contient que le citrate 

comme seule source de carbone. Seules les bactéries possédant un citrate perméase seront 

donc capables de se développer sur ce milieu en provoquant la libération des OH qui 

alcalinisent le milieu, donc il y aura virage au bleu (Joffin  et Leyral, 2006).  

 

II.7.2.3  Métabolisme protéique  

 
Recherche des décarboxylases : Les décarboxylases, scindent les acides aminés entraînant la 

formation de l'amine correspondante avec la libération de CO2. Il s'agit d'enzymes induites, 

dont la synthèse est favorisée par un pH acide (pH = 3,5 - 5,5) et des conditions 

d'anaérobiose (Singleton, 1999).  
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Recherche de l’uréase : toutes les bactéries hydrolysent l'urée (Joffin  et Leyral 2006). 

Production d'indole : La production d’indole est mise en évidence par utilisation de 

tryptophane exempt d'indole (Singleton, 1999).  

 

Recherche du tryptophane désaminase (TDA) : La désaminase agit sur le L tryptophane en 

donnant l'acide pyruvique. Ce dernier donne avec le perchlorure de fer une coloration brune  

(Joffin  et Leyral, 2006).  

 

Recherche des protéases : En pratique, une seule protéase est recherchée ;  la gélatinase 

ou collagénase, qui hydrolyse le collagène en acides aminés ou en peptides. La mise en 

évidence de la gélatinase utilise comme substrat la gélatine fabriquée à partir du collagène 

(Soberón-Chávez et Maier, 2011). 
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Les souches bactériennes aérobies utilisées dans ce travail ont été isolées à partir de sols 

contaminés par le pétrole brut de la région de Hassi-Messaoud (sud d'Algérie). Deux types de 

souches thermophiles ont été isolés à 45 et à 55 °C (Eddouaouda, 2012).  

Selon la bibliographie, peu de travaux ont été réalisés à des températures supérieures à 40 °C, 

ceci montre l'importance des souches thermophiles utilisées dans notre cas d'étude.  

III.1. Criblage des souches bactériennes productrices de biosurfactants 

Le criblage des souches bactériennes productrices de biosurfactants a été examiné par la 

mesure de la tension superficielle du surnageant ; la faible TS indique la présence du 

biosurfactant, le tableau 2 donne les différentes valeurs de la TS du surnageant pour les 

souches bactériennes testées. 

 

 

Souche 
bactérienne 

K1A K1J K2C K7A K7H K2N NIJ 

TS (mN/m) 45 48 41 40 43 38 29 

 

D’après les valeurs de la TS, on peut dire que les deux souches bactériennes NIJ et K2N 

montrent une production de biosurfactants en utilisant le pétrole brute comme source de 

carbone. Par contre, les autres souches n’ont pas la capacité de production du biosurfactant à 

cause de leurs TS qui sont supérieurs ou égaux à 40 mN/m. Notons qu’un biosurfactant plus 

actif peut réduire la tension de surface de l’eau de 72 à 30 mN/m et la tension interfaciale 

eau/hexadécane de 40 à 1 mN/m (Persson et al., 1988).  

La figure 7 montre la capacité de deux souches bactériennes choisies à croitre sur un substrat 

insoluble (pétrole brut) traduit généralement par la production de biosurfactant. A cet effet, 

ces deux souches NIJ et K2N sont retenues comme souches performantes productrices de 

biosurfactants pour poursuivre le travail.  

 

Tableau 2 : Valeurs de la TS du surnageant pour chaque souche bactérienne (Tincub = 40°C, pétrole 
brut (1%, v/v), tincub = 48 h, 150 tr/min)   
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III.2. Optimisation de la production du biosurfactant 

Afin d’évaluer l’effet de la nature de la source de carbone sur la production du biosurfactant 

par les deux souches performantes (K2N et NIJ), Cinq types de substrats (liquides 

hydrophobes insolubles dans l’eau) ont été utilisés : huile d’olive, huile de friture, huile de 

moteur, gasoil et pétrole brut. La concentration utilisée est de 1% (v/v). 

III.2.1. Effet de la source de carbone 

L’étape de l’optimisation a prouvé qu’il y a des conditions spécifiques pour produire le 

maximum de biosurfactant. La souche NIJ (figure 8a) donne une meilleure production de 

biosurfactant en présence du pétrole brut traduit par une valeur minimale de la TS (30,4 

mN/m). En revanche, l’utilisation du gasoil entraine une bonne réduction de la TS (29,3 

mN/m) pour la souche bactérienne K2N (figure 8b). D’après ces résultats, on a sélectionné le 

pétrole brut et le gasoil comme sources de carbone optimales respectivement pour les souches 

NIJ  et  K2N.  

Zone de croissance 

Pétrole brut 

Figure 7 : Capacité de croissance de deux souches bactériennes sur le pétrole brut 
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Plusieurs travaux ont sélectionné une variété de sources de carbone pour une meilleure 

production de biosurfactant, le gasoil et le pétrole (Ilori et al., 2005), l’hexadécane (Ferhat et 

al., 2011 ; Abousaoud, 2008), l’huile de tournesol résiduelle de friture (Sadouk et al., 2008), 

l’huile d’olive (Eddouaouda  et al., 2012), le pétrole et l’huile d’olive (Rahmani, 2013). 

 

 

Figure 8: Influence de la source de carbone sur la production de biosurfactant                                  
(source  de carbone : 1%, v/v, Tincub = 45°C, tincub = 48 h, 150 tr/min)                                                                      

a- souche NIJ ,  b- souche K2N 

a 

b 
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III.2.2. Effet de la concentration de la source de carbone  

L’optimisation de la concentration de la source de carbone est une étape importante pour 

augmenter la quantité en biosurfactant. Les figures 9 et 10 montrent l’effet de la concentration 

du substrat sur la réduction de la TS.  

D’après les résultats obtenus, les faibles concentrations en substrat améliorent la production 

en biosurfactant. Par exemple, une concentration de 1% (v/v) de pétrole brut a réduit la TS 

jusqu’à une valeur de 29 mN/m pour la souche bactérienne NIJ. En présence de la souche 

K2N, le gasoil a significativement abaissé la TS (25 mN/m) pour une concentration de 0,5 %. 

On note que très peu de travaux ont arrivé à réduire la TS à des valeurs inférieures à 25mN/m. 

Donc, en présence du gasoil, le biosurfactant produit par la souche K2N a montré un pouvoir 

exceptionnel de réduction de la TS.  

 

 

 

 

Figure 9 : Influence de la concentration du pétrole sur la TS pour la souche NIJ 
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En conclusion, on peut dire que la nature et la concentration de la source de carbone jouent un 

rôle primordial dans l’amélioration de la production de biosurfactant traduit par la réduction 

de la tension de surface. 

III.3. Récupération et caractérisation de biosurfactant produit par la souche 

thermophile K2N 

Nous avons choisi la souche K2N pour la production de biosurfactant et également étudier ses 

caractérisation.  

Les conditions de production sont : 

- Milieu de culture : milieu minimum (MM),                                                                                      

- Source de carbone : diesel (0,5%, v/v),                                                                                        

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

- Temps d'incubation est de 48h,                                                                                                                 

-  pH = 7,0,                                                                                                                           

- Agitation est de 150 tr/min.                                                                                                    

 

 

Figure 10 : Influence de la concentration du gasoil sur la TS pour la souche K2N 
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III.3.1.  Extraction du biosurfactant 

La récupération du biosurfactant dépend principalement de : la charge ionique, la solubilité 

dans l’eau ou dans les solvants organiques et de la localisation (extracellulaire, intracellulaire 

ou lié à la cellule). La majorité des biosurfactants sont secrétés dans le milieu.  

Le biosurfactant obtenu par la souche K2N, en présence de gasoil (0,5%) comme source de 

carbone a été soumis à l’extraction  par l’acétate d’éthyle. Le rendement obtenu est de 3,2 g/l.  

III.3.2 Caractérisation du biosurfactant 

III.3.2.1. Analyse par FTIR 

L’analyse de spectre d’absorption FTIR (enregistré en absorbance) a permis d’identifier la 

totalité des bandes d’absorption correspondant à la présence des différents groupements 

chimiques dans le biosurfactant. Par suite, de prédire les constituants concernés comme le 

montre la figure 11.  Les résultats obtenus montrent que :  

- Les bandes situées à 3545,59 , 3468,55 et 3415,60 cm-1 correspondent aux vibrations 

d'élongation des liaisons O-H dans les alcools.  

-  Les bande située à 2953,13 et 2858, 40 cm-1 sont attribuées aux vibrations d'élongation des 

liaisons -C-H dans les alcanes (-CH3   et  −CH2−). 

-  Le pic d’élongation situé à 1261,70 cm -1 est affecté aux liaisons de C-O dans les alcools.  

- Une bande intense située à 1627,16 cm-1 résulte probablement des vibrations d'élongation 

des liaisons C=C dans alcènes ou des liaisons C=O dans les acides carboxyliques. 

- Les deux pics situés à 1458,58 et 1387,14 cm-1 résultent de vibrations de déformation des 

liaisons C-H dans les alcanes et  

- Les deux bandes 1096,23 et 1024,83 cm-1 sont probablement dues aux vibrations 

déformation des liaisons C-O dans les alcools secondaires C-O-C dans les éthers. 

- Le pic situé à 804,73 cm-1 correspond aux vibrations de déformation des liaisons C-H dans 

les alcènes (C=C). 

D’près ces observations, le biosurfactant de la souche KN2 est probablement de nature 

glycolipidique (combinaison entre les glucides et chaîne d'acides aliphatiques ou d'acides 
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hydroxyaliphatiques). 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)).  

 

III.3.2.2. Etude de stabilité du biosurfactant 

L’application industrielle du biosurfactant dépend de sa stabilité aux différentes variables 

telles que le pH, la température et le degré de la salinité. 

 
III.3.2.2.1.  Effet du pH 

Selon les résultats obtenus (figure 12), le biosurfactant montre une grande stabilité aux 

changements de pH de 2 à 12. A titre d’exemple les valeurs de la tension de surfaces aux pH : 

2, 6 et 12, sont 27, 25 et 26  mN/m respectivement. Ces résultats obtenus montrent l’intérêt de 

son application des les milieux acido-basiques.  

Haddad et al. (2009) ont trouvé qu’un pH acide (pH = 4) influe sur l’activité de biosurfactant 

avec une perte de l’ordre de 8 mN/m. A un pH = 3, le biosurfactant a complètement perdu son 

activité (TS = 39,72 mN/m) en raison de la précipitation du biosurfactant en milieu acide. 

En variant le pH de 2 à 12, le biosurfactant produit par la souche Staphylococcus 

haemolyticus 1E garde son activité tensioactive (30 – 31,5 mN/m) (Eddouaouda el al., 2012). 

Figure 11 : Spectre FTIR du biosurfactant produit par la souche K2N 
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Egalement, les travaux réalisés par Danyelle et al. (2013) ont monté que le biosurfactant issu 

de la souche  Candida lipolytica présente une bonne résistance (TS = 33,8 mN/m) dans les 

milieux acides (pH = 2), cependant une légère augmentation de la TS (35,1 mN/m) a été 

enregistrée dans les milieux alcalins (pH = 12)  

 

   

 

III.3.2.2.2. Effet de la salinité 

Le biosurfactant de la souche K2N montre une stabilité remarquable dans les milieux salés 

dont la salinité allant jusqu’à 100 g/l. Au delà, une légère augmentation de la TS a été 

observée. Cependant, la différence entre les valeurs de la tension de surface ne dépasse pas les 

6 mN/m dans la gamme de la salinité étudiée. La tension de surface minimale enregistrée était 

de 25 mN/m comme le montre la figure 13. 

 

Selon Desai et Banat (1997), des concentrations en sel supérieurs à 2% sont suffisantes pour 

inactiver les tensio-actifs synthétiques. 

 

Figure 12 : Influence de la variation du pH sur la stabilité du biosurfactant  de K2N 
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III.3.2.2.3.  Effet de la température  

Selon les résultats présentés dans la figure 14, nous avons observé que le biosurfactant 

présente une excellente  stabilité dans la gamme de température variant de 20 à 100 °C. Dans 

cette gamme, la TS reste  presque constante (aux alentours de 25,5 mN/m). Notons que les 

eaux froides (4 °C) augmentent la TS de la solution en biosurfactant de K2N jusqu’à 30 

mN/m. Cependant, à cette valeur de TS et d’après la littérature le biosurfactant est considéré 

efficace. Donc, on peut dire que ce biosurfactant maintient ses propriétés tensioactives dans la 

gamme de température de 20  à 100 °C. 

Les résultats obtenus par Brown (1999)  indiquent que l’exposition de biosurfactant, produit 

par une souche bactérienne (désignée par isolat 1165), à des températures extrêmes [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 après l’exposition 

de biosurfactant produit par la souche Bacillus subtilis à une température de 100 °C. 

Egalement,  Khopade et al. (2102) ont trouvé que le biosurfactant issu  de la Nocardiopsis sp. 

B4 a montré une résistance aux températures élevées (jusqu’à 100 °C). 

Figure 13 : Influence de la variation de la salinité sur la stabilité du biosurfactant K2N 
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Ces résultats montrent l’avantage de l’utilisation des tensioactifs biologiques par rapport aux 

leurs homologues chimiques. 

 

III.4. Identification de la souche bactérienne K2N  

III.4.1. Caractères macromorphologiques  

Les caractères macroscopiques de la souche K2N sont regroupés dans le tableau 3.  

 

 

 
              Souche      
Critères        

K2N 

Diamètre 

Chromogènes 

Forme 

Elévation 

Contour 

Surface 

Consistance 

2 mm 

Blanc jaunâtre 

Circulaire 

Bombée 

Régulier 

Granulaire 

Crémeuse 

Figure 14 : Influence de la variation de la température  sur la stabilité du biosurfactant 

Tableau 3 : Caractères macroscopiques de la colonie isolée à partir de la souche K2N               

                      sur le gélose nutritive 
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III.4.2.  Caractères micromorphologiques  

D’après nos observations, il ressort que la bactérie isolée de la souche K2N est mobile et à 

GRAM positif, sa forme est de coccobacille. Les résultats obtenus sont représentés dans le 

tableau 4. 

 

 

           Critères 

 Souche 

Après Coloration de GRAM 

Forme Gram Mobilité 

K2N Coccobacilles Positif Mobile 

 

L’observation microscopique a été réalisée après la coloration de Gram, elle est visualisée sur 

la figure 15. 

 

 

 

 

III.4.3. Résultats des tests biochimiques 

Les résultats des tests biochimiques sont représentés dans le tableau 6. 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Aspect microscopique de la souche K2N (microscope optique, ×100) 

Tableau 4 : Caractères microscopiques de la souche K2N 
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Tableau 6 : Résultats des tests biochimiques après lecture de l’API CH 50 

 Abréviations Sucre Après 
48 h 

 Abréviations Sucre Après 48 h 

0 0 Témoin Négatif 31 SAC D-Saccharose Positif 

1 GLY Glycérol Positif 32 TRE D-Tréhalose Positif 

2 ERY Erythritol Négatif 33 INU Inuline Négatif 

3 DARA D-Arabinose Négatif 34 MLZ D-Mélézitose Négatif 

4 LARA L-Arabinose Positif 35 RAF D-Raffinose Négatif 

5 RIB D-Ribose Positif 36 AMD Amidon Positif 

6 DXYL D-Xylose Positif 37 GLYG Glycogène Positif 

7 LXYL L-Xylose Négatif 38 XLT Xylitol Négatif 

8 ADO D-Adonitol Négatif 39 GEN Gentiobiose Positif 

9 MDX Méthyl-ßD-

Xylopyranoside 

Négatif 40 TUR D-Turanose Positif 

10 GAL D-Galactose Positif 41 LYX D-Lyxose Négatif 

11 GLU D-Glucose Positif 42 TAG D-Tagatose Positif 

12 FRU D-Fructose Positif 43 DFUC D-Fucose Négatif 

13 MNE D-Mannose Positif 44 LFUC L-Fucose Négatif 

14 SBE L-Sorbose Négatif 45 DARL D-Arabitol Négatif 

15 RHA L-Rhamnose Négatif 46 LARL L-Arabitol Négatif 

16 DUL Dulcitol Négatif 47 GNT Potassium 

Gluconate 

Positif 

17 INO Inositol Négatif 48 2KG Potassium 2-

CétoGluconate 

Négatif 

18 MAN D-Mannitol Positif 49 5KG Potassium 5-

CétoGluconate 

Négatif 

19 SOR D-Sorbitol Positif 31 SAC D-Saccharose Positif 

20 MDM Méthyl-αD-
Mannopyranoside 

Négatif 32 TRE D-Tréhalose Positif 

21 MDG Méthyl-αD-
Glucopyranoside 

Positif 33 INU Inuline Négatif 

22 NAG AcétylGlucosamine Positif 34 MLZ D-Mélézitose Négatif 

23 AMY Amygdaline Positif 35 RAF D-Raffinose Négatif 

24 ARB Arbutine Positif 36 AMD Amidon Positif 

25 ESC Esculine  Positif 37 GLYG Glycogène Positif 

26 SAL Salicine Positif 38 XLT Xylitol Négatif 

27 CEL D-Cellobiose Positif 39 GEN Gentiobiose Positif 

28 MAL D-Maltose Positif 40 TUR D-Turanose Positif 

29 LAC D-Lactose  Négatif 41 LYX D-Lyxose Négatif 

30 MEL D-Melibiose Négatif 42 TAG D-Tagatose Positif 
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Selon la morphologie macroscopique et microscopique, les caractères biochimiques de la 

souche bactérienne K2N, et surtout selon le tableau d’identification de la galerie biochimique 

API CH 50, la souche bactérienne thermophile K2N a été affilée à l’espèce Bacillus 

Licheniformis. Les figures 16 et 17 montrent les tests biochimiques par la galerie 

biochimique API 50. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Résultat de la galerie biochimique Api 50 CH 

Figure 17 : Identification de la galerie biochimique Api 50 CH pour Bacillus licheniformis 
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Conclusion générale 

L'objectif de ce travail était d’étudier la capacité des souches bactériennes thermophiles, 

isolées à partir de sols contaminés par le pétrole brut de la région Hassi-Messouad, de 

produire de biosurfactants en vue d’une application pharmaceutique.   

 

Les résultats obtenus ont révélé que : Parmi les sept souches testées, deux souches (K2N et 

NIJ) ont montré une capacité productrice de biosurfactant remarquable traduit par la faible 

valeur de la tension de surface. Le pétrole (1%, v/v) présente la bonne source de carbone pour 

la souche NIJ (29 mN/m). Tandis que, le gasoil (0,5 %) donne une bonne production de 

biosurfactant en présence de la souche K2N (25 mN/m). Par voie de conséquence, cette 

dernière souche a été choisie comme performante.  

 

Les résultats obtenus sur les caractéristiques physicochimiques et structurales de biosurfactant 

issu de la souche thermophile K2N ont montré que : le biosurfactant détient des propriétés 

tensioactives intéressantes; il est très stable thermiquement dans une large gamme de 

température [20 à 100 °C], il présente une très bonne résistance dans les milieux acide et 

basique [pH = 2 à 12], également, il est efficace dans les milieux très salés (jusqu’à 100 mg/l).  

Finalement, l’identification phénotypique (Api 50 CH) de la souche performante montre que 

la souche bactérienne thermophile K2N est affilée à l’espèce Bacillus licheniformis. 

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

approches plus approfondies, à savoir : 

 

� Etudier d'autres caractéristiques de biosurfactant issu de la souche thermophile K2N 

comme l’activité émulsifiante (E24), l'activité antimicrobienne et la détermination de 

la concentration micellaire critique (CMC),  

� Utiliser d'autres analyses et techniques (analyse biochimique et LC-MS) pour 

caractériser structuralement le biosurfactant, 

� Application de ce biosurfactant dans la préparation des formes galéniques à usage 

pharmaceutique. 

� Identification de la souche performante K2N par les outils de la biologie moléculaire.  
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Annexes 

ANNEXE I 

Caractéristiques du biotope utilisé pour l'isolement des souches productrices de 

biosurfactants 

 

 

                            Echantillon   N° 

Paramètres 

01  

Puits OMOZ 
#472 

02  

Puits OMKZ 
#32 

03  

Puits 
OMKZ#502 

        COT  ( % ) 2,30 7,1 3,5 

        NT ( ‰ ) 0,42 1,18 0,51 

        COT/NT 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) H2O 7,50 7,57 7,25 

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

 

- Sol non salin                                  CE <  2                                                                                      

- Sol légèrement salin              2  < CE <  3                                                                                  

- Sol salin                                 3  < CE <  5                                                                                      

- Sol très salin                          9  < CE <  16                                                                                           

- Sol extrêmement salé                   CE  > 16 

Le biotope utilisé pour la sélection des hydrocarbonoclastes peut être classé comme sol très 

salin. Cela est justifié par la composition chimique des fluides de forage contenant une 

quantité importante de sels notamment le KCl. 

Tableau 3.1 : Caractéristiques physico-chimiques du biotope 
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ANNEXE II 

Isolement des souches bactériennes  

L’isolement est basé sur la capacité des souches à croître sur le pétrole brut (mesurer la 

densité optique à 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 à 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 :   

� L’observation microscopique à l’aide d’un microscope optique à contraste de phase 

(Olympus BX50). 

  
� La mesure de la densité optique (DO) à 600 nm a été effectuée à l’aide d’un 

spectrophotomètre.   

 
� Le suivi de la disparition de la couche huileuse du pétrole durant la période 

d’incubation qui est réalisée par l’observation visuelle permet d’évaluer la 

dégradation du pétrole. 

Milieu de culture  

Le milieu de culture liquide utilisé est à base de sels minéraux, milieu minimum (MM), sa 

composition (g/l) est : NH4Cl (0,4), K2HPO4 (0,3), KH2PO4 (0,3), NaCl (10), MgCl2 (0,33), 

CaCl2 (0,05), extrait de levure (0,1) et 1 ml de solution  d’oligoéléments contenant (par litre): 

H3BO4 (0,25g), CuSO45H2O (0,5g), MnSO4 H2O  (0,5g), NaMoO4 (0,06g), ZnSO4H2O 

(0,7g). Le pH est ajusté entre 7,0  et 7,5. Ensuite, le milieu est stérilisé à 120 °C pendant 20 

min.  

Composition du milieu LB (g/l) 

peptone (10) , extrait de levure (5)  et chlorure de sodium (5) 

Le pH est ajusté entre 7,0  et 7,5. Ensuite, le milieu est stérilisé à 120 °C pendant 20 min.  
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Annexe III : Tensiomètre Krüss 

   Le tensiomètre Krüss a  tous les avantages pour une détermination rapide et simple de la 

tension superficielle des liquides, le principe de mesure est basée sur la méthode de l’anneau. 

Dans la méthode de l’anneau le liquide est amené vers la sonde jusqu’à la détection de contact 

avec la surface. L’échantillon est alors de nouveau déplacé, dans la direction opposée cette 

fois, conduisant à l’étirement d'un film au-dessous de l’anneau. 

 

Annexe IV : 

   La Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed 

Infra Red spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par le 

matériau 

Analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, 

D'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le matériau. 

   Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de 

L'énergie de vibration de la molécule, cette dernière va absorber le rayonnement et on 

enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le domaine infrarouge entre 

4000 cm-1 et 400 cm-1 (2.5 – 25 µm) correspond au domaine d'énergie de vibration des 

molécules. 

  Toutes les vibrations ne donnent pas lieu à une absorption, cela va dépendre aussi de la 

géométrie de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée on peut 

déterminer les modes de vibration actifs en infrarouge grâce à la Théorie des Groupes. La 

position de ces bandes d'absorption va dépendre en particulier de la différence 

d'électronégativité des atomes et de leur masse. 

   Par conséquent à un matériau de composition chimique et de structure donnée va 
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correspondre un ensemble de bandes d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le 

matériau. 

   L'analyse s'effectue à l'aide d'un spectromètre à transformée de Fourier qui envoie sur 

l'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le 

matériau absorbe et les intensités de l'absorption.  

Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé vers l'interféromètre de Michelson 

qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau à une fréquence différente. Dans 

l'interféromètre le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moitié du faisceau est alors 

dirigée sur le miroir fixe, le reste passe à travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir 

mobile. Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou 

constructives apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est 

alors réfléchi des deux miroirs vers l'échantillon, où des absorptions interviennent. Le faisceau 

arrive ensuite sur le détecteur pour être transformé en signal électrique. 

Le signal du détecteur apparaît comme un interférogramme, c'est à dire une signature de 

l'intensité en fonction de la position du miroir. L'interférogramme est la somme de toutes les 

fréquences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre infrarouge par 

une opération mathématique appelée transformée de Fourier. 
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Annexe V : La galerie biochimique API 50 CH 
 
Les substrats peuvent être métabolisés par plusieurs voies : 
* assimilation : se traduit par une croissance du microorganisme dans la cupule quand le 

substrat est utilisé comme seule source de carbone présente. 

* oxydation : se traduit par un changement de couleur dans la cupule, dû à une production 

d’acide en aérobiose révélée par l’indicateur de pH du milieu choisi. 

* fermentation : se traduit par un changement de couleur dans le tube, dû à une production 

d’acide en anaérobiose révélée par l’indicateur de pH du milieu choisi. 

 

• Inoculation de la galerie : Chaque galerie est constituée de 5 bandes comprenant 

chacune 10 tubes numérotés.  

Répartir environ 10 ml d’eau distillée. 

Répartir la suspension bactérienne à l’aide d’une pipette stérile dans les 50 tubes de la galerie. 

Incuber les galeries à la température optimum de croissance des microorganismes étudiés.  

 

Lecture de la galerie :  

Deux paramètres comptent pour la lecture des réactions observées :  

*l’intensité (croissance ou acidification). 

*la vitesse d’apparition.  

La lecture des galeries doit se faire :  

• à des temps d’incubation définis (3h, 6h, 24h, 48h par exemple), dépendant du 

microorganisme et du type de réaction étudié (fermentation ou assimilation). 

• de façon semi-quantitative : 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). 

•  les résultats sont notés sur les fiches de résultats comme indiqué dans l’exemple. Ils 

constituent le profil biochimique du microorganisme. 

Parmi les galeries utilisées, on cite les API 50 CHB : pour l’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). 
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