REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

UNIVERSITE de BLIDA 1
Faculté de Technologie
Département de Génie des Procédés

&>
Memoire

En vue de I’obtention du diplome de

MASTER EN GENIE DES PROCEDES

Spécialité : Génie de I’environnement

Intitulé du mémoire

\_

Production et application d’un biosurfactant
Issue de la souche bactérienne Bacillus
amyloliquifaciens en agroalimentaire

Présenté par : KLIEL Asma

Encadré par : Pr.A.BADIS

Co-promotrice: KHALOUIA Lamia

Année universitaire 2018/2019




Remerciement

Avant tout, je remercie Dieu tout puissant de m’avoir donné la force, la patience et le

courage de mener a bien ce modeste travail.

Je tiens a remercier vivement mon promoteur monsieur BADIS Abdelmalek, professeur a
I’Université de Blida qui était a I’origine du choix de ce théme, pour avoir dirigé ce travail, Je
lui dois beaucoup de respects, il a su se rendre disponible pour répondre a la moindre de mes

incertitudes.

Jexprime ma plus profonde reconnaissance et gratitude a ma co-promotrice madame
KHELOUIA Lamia, enseignante a 1’institut des sciences et techniques appliquées de Blida qui
m’a aidé et orienté et pour tous les conseils précieux qu’elle m’a prodigués. Je la remercie de

sa disponibilité et de sa gentillesse pour m’éclairer de ses compétences.

Avec beaucoup de respect, je remercie Pr. DJEDRI Safia pour sa confiance et ces conseils qui

ont été pour moi une aide inestimable ; merci profondément pour le temps consacré.

Mes remerciements s’adressent également 8 Monsieur DAHMOUCHE Rachid responsable
du laboratoire de chimie des solutions a I’'unuversit¢ Saad Dahleb de Blida qui m’a toujours
faciliter et donner tous les moyens pour le bon déroulement de mon travail au sien du
laboratoire.

Je remercie profondément Monsieur TEFFAHI Djamel, responsable de laboratoire d’hygiéne
de Blida, qu’il a accepté d'ouvrir les portes de son laboratoire en nous fournissant tous ce dont
J’ai besoin, son aide, ses encouragements.

J’adresse aussi mon remerciement a I’ensemble des techniciens des laboratoires du département
de génie des procédés.

Mes remerciements les plus vifs s’adressent aussi aux membres de jury d’avoir accepté
d’examiner et d’évaluer mon travail.

Mes vifs remerciements vont également a mes chers parents, mon mari, mes sceurs, mes fréres
et ma belle-famille pour leur aide et le soutien qu’ils m’ont apporté, pour leur encouragement,
patience et gentillesse, sans oublier mon petit Wassim, et a tous ceux qui ont contribué de pres

ou de loin dans la réalisation de ce travail. Qu’ils trouvent ici ma sincere reconnaissance.



uadla

8 yall dma A (e 5 s el 8ale (g AR 3 sl (Gaadal s Cin 555 23] s Ao 50 Ly el ¢ Jand) 128
i ) il RdSs (el (Lisin ¢ 2 pmane (pula dilaia) Al 5 il i g 58 5 pedls 4 5ke dla ) 40 55 e A5 e
35S Aol 5 508 (il i slia¥) 551 all dmall AL < sedal (1) 1 b Lo Adledll AN e Lgle J sacanl
sl (e 51/ a2 0.16 5 S/ a2 0.10 58 33lasall a5 san Jalad Jia¥) 385 ()5S0 (@) ¢ gl Jal sall
Aiaas Al b pailliad Lol GuibuliSila) dpac A G (5l duaall (7) ¢ Jaljall s aaal Ly guall J 58
O im0 S 8 planual) (i (3) dmsaad) An 3 (8 Tas sl agals ¢ U L) a i 4d) ¢ plaiad 5
Bl A 4 gonll Al 2ald) e (5 giny (31 JA1) (@) B2 dae 58 53 U ol g Aladll 30l e (g gingy (o)) Llald
b (A Gaila e (M geall (il e g ging (3 JAN Jemd oy ¢ 5 5AT 4als (e (58 el 2kl Al J) sk
4 seanll (e biosurfactant (s et s dSlaws ¢ alafine 50 (5) 4883 10 32e1 3,553 6000 (3o 5 S sl

Al 5 3 5ll) Lpailiad cndl Al Jad) diabia ol ooyl s A0 oilad sy

Lesy - A ) GaSlall i ) G Allas (A sl a5 Ao sl s s JSaall

Aalidl falia ¢ b geall v ¢ alatii ¢ 4 gm 83ke ¢ 5l jall daa U i€y s doalidal) culalsl)

Résumé

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 pour la souche performante réevelent que : (a) la souche
thermophile bacillus amyloliquifaciens a montré une capacité productrice importante de
biosurfactants, (b) la concentration optimale du biosurfactant dans la vinaigrette est 0.10 g/l et
0.16 g/l du lécithine de soja pour la non-séparation des phases, (c) le biosurfactant de la souche
bacillus amyloliquifaciens détient des propriétés physico-chimiques intéressantes; il est tres
stable thermiquement, et il présente une trés bonne stabilitté de pH (d) le contréle
bactériologique montre que notre vinaigrette qui contient le biosurfactant est de bonne qualité
(e) la vinaigrette qui contient le biosurfactant est reste stable tout au long de centrifugation par
contre la vinaigrette qui contient la lécithine de soja est séparé en deux phases dans la
centrifugation de 6000 tours pendant 10 min (f) un réle émulsifiant, épaississant et stabiliseur
du biosurfactant de la souche bacillus amyloliquifaciens est assuré par des essais de préparation
d’une sauce vinaigrette qui a prouvé des caractéristiques (physico-chimiques,

microbiologiques et rhéologiques) similaires a celles de la vinaigrette commerciale —Daily-.

Mots clés : bactérie thermophile, biosurfactant, émulsifiant, Iécithine de soja, vinaigrette



Summary

In this work we undertook a study on the production, characterization and application in the
food industry of a biosurfactant from a thermophilic strain isolated from a sandy soil
contaminated by petroleum hydrocarbons (Hassi Messaoud region, south from Algeria). The
results obtained for the performing strain reveal that: (a) the thermophilic strain bacillus
amyloliquifaciens has shown a significant productive capacity for biosurfactants, (b) the
optimal concentration of the biosurfactant in the dressing is 0.10 g/ | and 0.16 g / | of lecithin
soybeans for non-separation of the phases, (c) the biosurfactant of the bacillus
amyloliquifaciens strain has interesting physicochemical properties; it is very thermally stable,
and it has very good pH stability (d) the bacteriological control shows that our vinaigrette which
contains the biosurfactant is of good quality (e) the vinaigrette which contains the biosurfactant
is remains stable throughout centrifugation on the other hand, the vinaigrette which contains
the soy lecithin is separated into two phases in the centrifugation of 6000 revolutions for 10
min (f) an emulsifying, thickening and stabilizing role of the biosurfactant of the bacillus
amyloliquifaciens strain is ensured by preparation preparation tests. a dressing sauce which has
proven characteristics (physico-chemical, microbiological and rheological) similar to those of
the commercial dressing - Daily-.Key words: thermophilic bacteria, biosurfactant, emulsifier,

soy lecithin, dressing



Abréviations

E24 . Activité émulsifiante pendant 24 heures.
LB : Luria Burtani.

MM : Milieu minimum.

pH : potentiel d’hydrogene.

°C : degré Celsius.

g : gramme.

mg : milligramme.

ml : millilitre.

% : pourcentage.

Dy/cm : dyne/ centimétre (unité de la tension de surface).
O/W : oil/water.

W/O : water/oil.

H : heure.

Tr/min : toures/minutes.

S : second.

TSE : eau physiologique.

UFC : unité formant des colonies.
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Introduction generale



Introduction générale

Les tensioactifs sont généralement des composes organiques utilisés dans de nombreuses
industries (textile, cuir, métallurgie, pétroliére, pétrochimie... etc) et sont également présents
dans les formulations de produits de consommation courante tels que les détergents, les

cosmétiques, les produits agroalimentaire, 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) [48].

Les biosurfactants sont des molécules tensioactives produites par certains microorganismes.
Ceux-ci possedent de nombreuses propriétés tels que la haute biodégradabilité, la non toxicite,
la meilleure fonctionnalité dans des conditions extrémes (pH acides, salinités et températures
élevées, etc.) [91], Et enfin ils peuvent étre produits sur des substrats renouvelables [77,78]), ce
qui permet leur utilisation dans différents domaines d'application tels que I'environnement,
I'industrie pétroliere, I'agronomie [79]. Les sites contaminés par les hydrocarbures sont des
biotopes prometteurs pour isoler des microorganismes, notamment les bactéries, ayant une

capacité productrice élevée de biosurfactant.

A cet effet une collection des souches bactériennes, isolées a partir d’un sol algérien contaminé
par le pétrole brut ayant montré des aptitudes a dégrader le pétrole et certains composes
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 ont été isolées dans
le cadre des travaux de recherche de I'équipe de biomolécules au sein du Laboratoire de Chimie
des Substances Naturelles et de Biomolécules (LCSNBioMol) de I'université de Saad Dahleb
de Blida.

L’objectif de ce présent travail est d'étudier la production de biosurfactants, issus d'une souche

thermophile isolée localement, en vue d’une application en agroalimentaire.



Ce manuscrit s’articule autour de trois parties :

= La premiére partie est une recherche bibliographique permettant de consolider les
connaissances de bases et le contexte de I’étude. A cet effet, de nombreux points de la
thématique des biosurfactants ont été abordés.

= Seront présentés dans la deuxieme partie du mémoire les principaux matériels et
méthodes utilises pour concrétiser I'expérimentation.

= La troisitme partie présentera les résultats obtenus ainsi que les interprétations et

discussions par rapport aux travaux réalisés dans le domaine.

Enfin, en guise de conclusion générale nous synthétisons les résultats obtenus et dégagerons les

perspectives de la poursuite de ce travail de recherche.



Chapitre 01

Revue
bibliographique



1.1 Biosurfactants

Les biosurfactants (ou surfactants biologiques) sont définis comme étant des molécules
amphiphiles actives aux surfaces et produites par des cellules vivantes : des levures, bactéries
et champignons. Leur structure dépend du type de microorganisme, de la nature du substrat et
des conditions de la production [1,2]. 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 a celles-ci de se mélanger et de s’interagir plus facilement.
1.2Classification des biosurfactants

Les biosurfactants sont classés selon leur composition chimique, poids moléculaire, proprietées
physico-chimiques, mode d’action et origine microbienne. Généralement, le groupement
hydrophile (soluble dans I’ecau) 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 I’huile) est une
chaine hydrocarbonée aliphatique saturée ou insaturée (Cs a Cz : linéaire ou ramifié), un acide

gras a longue chaine, hydroxy-acide gras ou a-alkyl-B-hydroxy-acide gras [3].
> Selon le poids moléculaire [4]

Faible poids moléculaire

Sont tres mobiles a I'interface et ils sont efficaces pour diminuer les tensions de surface
et interfaciale. En conséquence, ils recouvrent rapidement [l'interface huile-eau
fraichement créé pendant [I'émulsification. Dans cette catégorie, nous avons
principalement les monoglycérides, les lécithines et les lysolécithines, les glycolipides

et les saponines, les alcools gras et les acides gras.

Haut poids moléculaire ou polymeéres

Connus comme bioémulsifiants qui sont plus efficaces a stabiliser le complexe huile-
eau émulsion sans une réduction importante de la tension de surface. lls contiennent les
groupes de protéines ou des lipopolysaccharides et des polysaccharides

(hydrocolloides). La molécule de protéine peut s'interpénétrer dans la phase lipidique a



des degrés divers. La liaison spécifique est essentiellement électrostatique : Les groupes
de téte des tensioactifs se lient & des groupes de charge opposés sur la protéine. La
saturation de la liaison de tensioactifs anioniques est indépendante du pH et semble étre
contrdlée par les interactions hydrophobes de coopération.

> Selon la nature biochimique

Universellement, un biosurfactant typique est soit anionique ou neutre, il se compose de téte
hydrophile (principalement des acides aminés, peptide ou phosphate cyclique, hydrate de
carbone comme mono / disaccharides, polysaccharides) et une queue hydrophobe
(essentiellement des acides gras insaturés, saturés, linéaires, ramifiés ou hydroxylés) [5, 6, 7,
8]. Pour cela on distingue cing grandes classes de biosurfactants : Les glycolipides, les

lipopeptides, les phospholipides, les liposaccharides et les lipides neutres [9].

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

d’acides aliphatiques ou d’acide hydroxyaliphatiques [9]. Les glycolipides les plus étudiées 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 et Bognolo [9, 10] indiquent qu'ils sont 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 végétale, animale ou microbienne.

Du fait de leur forte production et de leurs propriétés tensioactives importantes, les
biosurfactants les plus communs et les plus étudiés sont les glycolipides et les phospholipides
[11, 6, 10].

1.3 Production des biosurfactants

Les microorganismes producteurs de biosurfactants se développent de maniere aérobie dans un
milieu aqueux contenant une ou plusieurs sources de carbone comme des hydrates de carbone,
des huiles ou des hydrocarbures [10, 12]. La structure et les caractéristiques d’un biosurfactant
dépendent des conditions de croissance, de la source de carbone utilisée et du type de

microorganisme.

Les diverses applications de biosurfactants nécessitent une méthode facile, rapide et fiable pour

découvrir les bactéries productrices de biosurfactants. Les techniques utilisées pour évaluer la



production du biosurfactant sont : le test de déplacement d’huile, I’activité hémolytique et la

tension de surface et I’indice d’émulsification E24(%).

-Activité hémolytique

L’hémolyse sur gélose au sang a ét¢ largement utilisée pour le criblage de bactéries productrices
des biosurfactants. Cette technique a été découverte par Bernheimer et al. [13] elle a été déja
utilisée pour quantifier la surfactine [14] et les rhamnolipides [15]. Actuellement, de nombreux
chercheurs utilisent cette technique pour la sélection de nouveaux isolats producteurs de
biosurfactants [16].

-Tension de surface

Le phénomene de tension de surface peut €tre expliqué en termes d’énergie, ¢’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 cofite de 1’énergie, pour minimiser
cette derniére, la plus part des liquides prennent la forme de la plus petite des surfaces. 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 :

¥~ i
Avec : (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.

-Test de déplacement de pétrole

Cette technique est définie comme un test qualitatif de criblage des souches productrices des
biosurfactants. Cette méthode est basée sur la caractéristique du biosurfactant a changer I'angle
de contact a I'interface huile-eau. La pression de surface du biosurfactant est capable de déplacer
I’huile. Les solutions contenant plusieurs biosurfactants sont incapables de former des gouttes
stables et par la suite un étalement total est observé sur la surface huileuse, tandis que, les
solutions dépourvues de biosurfactants vont conserver la forme déposée sur la surface huileuse.
Cette méthode est facile a réaliser, simple, sensible et reproductible. Cependant, cette technique

n’est pas corrélée a la réduction de la tension de surface pour confirmer sa fiabilité [17].



-Activité émulsifiante

L'émulsification est pratiquement estimée par l'indice d'émulsification E2s, la méthode est

résumée dans la figure 1.1.

E 4= (he ’f ht] x 100

he: hauteur de I'émulsion

Témoin Test positaf

«» Surnageant de culture ou solution de biosurfactant

o

<__> Substrat hydrophobe
€#&> Phase émulsifiée

Figure 1.1 Schéma récapitulatif du test d’émulsion (£2:%)

1.4 Microorganismes producteurs des biosurfactants

Les biosurfactants sont principalement produits par des microorganismes se développant de
maniere aérobie. Ces organismes sont en genéral des levures, des champignons ou des bactéries
[1, 2]. Les Rhamnolipides de Pseudomonas aeruginosa, la surfactine a partir de Bacillus
subtilis, 1’émulsan d’Acinetobacter calcoaceticus et sophorolipides de Candida bombicola
sont quelques exemples d’agents tensioactifs microbiens (Figure 1.2). Quelques biosurfactants

issus de différents microorganismes sont rassemblés dans le tableau 1.1.

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, le

mélange obtenu contient quatre rhamnolipides et comme aussi rapporté par Van dyke et Abalos



[18, 19], ils indiquent que sept homologues de rhamnolipides ont été identifiés dans des cultures
de Pseudomonas aeruginosa AT10.

Tableau 1.1 : Principaux types de biosurfactants produits par différents microorganismes

[1, 20].

Microorganismes Type des biosurfactants Références
Artrobacter sp. RAG-1 Héteropolysaccharides [21]
Artrobacter sp. MIS38 Peptidolipides [22]

Artrobacter sp. Lipides de tréhalose, Lipides de [23]
saccharose

Bacillus licheniformis Peptidolipides [24]

Bacillus subtilis Surfactine [25]

Bacillus sp. AB-2 Rhamnolipides [26]

Bacillus velezensis Peptidolipides [27]

Candida sphaerica Glycolipides [28]

Aspergillus ustus Glycolipoproteines [29]

Candida bombicola Sophorolipides [30]
Alcaligenes faecalis Glycolipides [31]
Ochrobactrum sp. 1C Glycolipides [32]
Corynebacterium insidiosum Glycopeptides [33]
Halamonas sp. ANT-3b Glycolipides [34]
Pseudomonas aeruginosa CPCL Rhamnolipides [35]
Pseudomonas fluorescens SH10- Viscosine [36]
3B
Rhodococcus sp. ST5 Glycolipides [37]
Rhodococcus sp. 33 Polysaccharides [38]
Rhodococcus sp. TA6 Lipides, Glycolipides [39]
Halomonas eurihalina Exopolysaccharides [40]
Staphylococcus sp. 1F Lipopeptides [41]
Brevibacterium aureum Lipopeptides [42]




Brevibacterium sp. 7G Glycolipides [32]

Nocaridiopsis lucutensis Glycolipides [29]
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Figure 1.2 : Biosurfactants représentatifs produits par des microorganismes qui utilisent

des substrats solubles et / ou insolubles dans I'eau [5, 6, 7, 8]

1.5 Facteurs influengant la production des biosurfactants

La composition et I’activité émulsifiante du biosurfactant dépendent non seulement de la souche
du producteur, mais également des conditions de culture, donc de la nature de la source de
carbone, de la source d’azote, des limites nutritionnelles et des parameétres chimiques et
physiques. tel que la température, I'aération, les cations divalents et le pH influencent non
seulement la quantité de biosurfactant produite, mais egalement le type de polymeére produit
[43].

1.5.1 Influence de la source de carbone

La qualité et la quantité de la production de biosurfactants sont influencées par la nature du
substrat de carbone [44]. Le diesel, le pétrole brut, le glucose, le saccharose, le glycérol seraient

une bonne source de substrat de carbone pour la production de biosurfactant [45].

1.5.2 Influence de la source d’azote

L'azote est important dans le milieu de production des biosurfactants, car il est essentiel a la

croissance microbienne, car la synthese de protéines et d'enzymes en dépend. Déférents



composés d’azote ont été utilisés pour la production de biosurfactants tels que l'urée peptone,
I'extrait de levure, le sulfate d'ammonium, le nitrate d'ammonium, le nitrate de sodium, I'extrait
de viande et des extraits de malt. Bien que I'extrait de levure soit la source d'azote la plus utilisée
pour la production de biosurfactant, son utilisation en ce qui concerne la concentration dépend
de l'organisme et du milieu de culture. Les sels d'ammonium et I'urée sont les sources d'azote
préférées pour la production de biosurfactants par Arthrobacter paraffineus, alors que les

nitrates favorisent la production maximale de tensioactifs chez P. aeruginosa [46]
1.5.3 L’aération et I’agitation

L'aération et I'agitation sont des facteurs importants qui influencent la production de
biosurfactants, car ils facilitent le transfert de I'oxygene de la phase gazeuse a la phase aqueuse.
Il peut également étre lié a la fonction physiologique de I'émulsifiant microbien. Il a été suggéré
que la production d'agents bioémulsifiants peut augmenter la solubilisation de substrats
insolubles dans I'eau et, par consequent, faciliter le transport des nutriments vers les micro-
organismes. Adamczak et Bednarski [46] ont observé que la meilleure valeur de production du
tensioactif (45,5 g / ) était obtenue lorsque le débit d'air était de 1 vvm et que la concentration

en oxygene dissous était maintenue a 50% de saturation.
1.5.4 Concentration en sel

La concentration en sel d'un milieu particulier a également eu un effet correspondant sur la
production de biosurfactant car les activités cellulaires des micro-organismes sont influencées
par la concentration en sel. Néanmoins, des observations contraires ont été observées pour
certains produits biosurfactants non affectés par des concentrations allant jusqu'a 10% (poids /

volume), bien que de légeres réductions de la CMC aient été détectées [45].
1.5.5 Effet de pH

Desai et Banat [6] indiquent que 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 a 8,0. Mata-Sandoval et al. [49] ont montré que suivant le
pH, les rhamnolipides produits avaient une structure différente et s'organisaient différemment.
Par exemple, a un pH de 5,5, la structure était de forme lamellaire alors qu'a des pH supérieurs,
des vésicules étaient formeées. Le pH du milieu joue un réle important dans la production de
sophorolipides [58, 59].



1.5.6 Effet de température

Les biosurfactants produits par des souches thermophiles résistent a des températures élevees ;
les propriétés physico-chimiques des biosurfactants, produits par Bacillus sp. a des
températures supérieures & 40 °C, si bien que la tension de surface, la tension interfaciale et
I’efficacité de 1’émulsification restent stables aprés autoclavage a 120 °C pendant 15 min [45,

37].

L'augmentation de la température provoque des altérations dans la composition des
biosurfactants produits chez Arthrobacter paraffineus [38] et Pseudomonas sp DSM2874 [40].

1.5.7 Influence des éléments minéraux et des ions du milieu de culture

La limitation de la concentration des éléments mineraux et ions peut avoir aussi un effet sur la
production des biosurfactants au niveau quantitatif et qualitatif. Ainsi on peut observer une
augmentation de la production en rhamnolipides en limitant I'apport en fer, en phosphate [56,
23, 6] et en magnésium [55].

On note aussi une meilleure production de tréhalolipides si on limite I'apport en ions

métalliques, en phosphate et en chlorure de sulfate.

L'addition du fer et du manganése dans le milieu de culture stimule la production de
biosurfactants chez Bacillus subtilis [54, 80] et Rhodococcus sp. [30]. Il semblerait qu'une
concentration limitante en ions magnésium, calcium, potassium sodium ou éléments traces

induise une augmentation de la production [52].
1.6 Propriétés des biosurfactants

Les biosurfactants ont des meilleures propriétés moussantes et une plus grande sélectivité. Ils
sont moins sensibles aux environnements extrémes comme la température, le pH et la salinité.
Ils sont biodégradables et non ou peu toxiques ce qui rend leurs applications environnementales
intéressantes [48].
Les biosurfactants possedent les mémes propriétés tensioactives que leurs homologues
chimiques, mais ils ont plusieurs avantages :
1.6. 1 Caractéristiques techniques excellentes

= Diminution de la tension interfaciale (=0,1 dy/cm) ;

= Diminution de la tension de surface (=27 dy/cm) ;

=  Emulsifiants (50- 100%) ;



= Pouvoir moussant (mousse stable) ;
= CMC (concentration micellaire critique) (20- 200 mg/l) ;

= Pouvoir antibiotique ou fongicide.

1.6. 2 Stabilité thermique et chimique

Plus stables que les tensio-actifs chimiques : pH (2-10), salinité (5- 20%) et température (4-
100 °C).

1.6. 3 Caractéristiques écologiques

= Biodégradables et non toxiques ;

= Temps de stockage long ;

= Production a partir des déchets industriels (effluents des huileries, graisse
animale, lactosérum, déchets riches en amidon,) en diminuant leur effet polluant
et conduisant a une réduction du codt de production ;

= Biocompatibilité et digestibilité : application dans les cosmétiques, les produits

pharmaceutiques et les additifs alimentaires fonctionnels.

1.7 Application des biosurfactants

Les applications potentielles des biosurfactants sont : I’émulsion, la séparation de phases, la
mouillabilité, la formation de mousses, la solubilisation, 1’inhibition de la corrosion, la
diminution de la viscosité. En outre, ils possedent des propriétés antimicrobiennes, antitumeur

et antimycoplasique (figure 1.16). lls peuvent étre utilisés dans de nombreux domaines [48].

Tableau 1.2 résume les déférents domaine d’application des biosurfactants [5].

Fonction Champ d’application

Emulsifiant et dispersant Cosmétique, peinture, produit alimentaire



Solubilisant Pharmaceutique, articles de toilette

et micro-émulsions

Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique, industrie textile, peinture
Détergent Nettoyants ménagers, produits de I’agriculture
Agent moussant Cosmétique, articles de toilette
Agent épaississant Peintures
Agent séquestrant des Minerais, traitement des huiles usagées pour boues des
métaux et Aide a la stations d’épuration, fermentation

croissance bactérienne

Désémulsifiant Traitement des déchets
Dispersant Séparation des mélanges goudron /pétrole ou goudron/eau
Récupération de ressources Récupération assistée de pétrole

On peut utiliser les biosurfactants dans 1’industrie alimentaire comme ingrédients de la
formulation des aliments ainsi agents anti adhesifs, on peut les utiliser aussi dans les

transformations des aliments comme citer ci-dessous.

1.7.1. Ingrédients de la formulation des aliments

En plus de leur réle évident comme agents qui diminuent la tension superficielle et interfaciale,
en favorisant la formation et la stabilisation des émulsions, des agents tensioactifs microbiens
peuvent avoir plusieurs fonctions en d'autres produits alimentaires. Par exemple pour controler
I'agglomération des globules gras, de stabiliser les systemes gazeux, d'améliorer la texture et la
durée de conservation des produits contenant de l'amidon, de modifier les propriétés
rhéologiques de la pate de blé et d'améliorer la consistance et la texture des produits a base de
graisse [52]. Van Haesendonck et al. [60] suggerent également I'utilisation de rhamnolipides
pour améliorer les propriétés de la créeme au beurre, les croissants et des produits de confiserie
congelés. L-rhamnose a un potentiel considérable en tant que précurseur pour les ardmes, il est
déja utilisé industriellement comme précurseur de composants aromatiques de haute qualité
comme Furanéol (marque de Firmenich SA, Geneve). L-rhamnose est obtenu par 1’hydrolyse

du rhamnolipide produit par Pseudomonas aeruginosa [61].



Dans la boulangerie et les formulations de la creme glacée, les biosurfactants agissent pour le
contrdle de cohérence, ce qui retarde le rancissement et la solubilisation des huiles aromatiques;
ils sont également utilisés en tant que stabilisants de la graisse et agent anti-projection lors de
la cuisson de I'huile et des graisses [62]. Une amélioration de la stabilité de la pate, de la texture,
du volume et la conservation des produits de boulangerie est obtenue par 1’addition des

rhamnolipides [63].

Un bio-émulsifiant isolé¢ a partir d'une souche marine d’Enterobacter cloacae a été decrit
comme un améliorant de la viscosité, c¢’est un agent d'intérét dans l'industrie alimentaire, en
particulier en raison de la bonne viscosité observée a un pH acide qui permet son utilisation

dans des produits contenant I'acide citrique ou de l'acide ascorbique [64].

1.7.2. Agents antiadhésifs

Un biosurfactant produit par Streptococcus thermophilus a eté utilisé pour le contréle de
I'encrassement des plaques d'échangeurs de chaleur dans les pasteurisateurs car il retarde la
colonisation d'autres souches de Streptococcus thermophiles responsables de I'encrassement
[65]. Dernierement, le biosurfactant produit par lactobacillus fermentum a été signalé pour

inhiber I’infection a Staphylococcus aureus et le respect pour les implants chirurgicaux [66].

L'utilisation de biosurfactants produits par les souches de lactobacilles est tres prometteuse une
fois que ces micro-organismes naturellement présents dans la flore humaine et ont également
un effet probiotique [67]. Beaucoup plus de recherches sont nécessaires pour comprendre
I'apport de ces biosurfactants dans la prévention de la colonisation des agents pathogeénes, les

aspects biochimiques de la biosynthese et leur caractérisation structurale.

La Surfactine a diminué la quantité de la formation de biofilms par Salmonella typhimurium,

Salmonella enterica, E. coli et Proteus mirabilis dans des plaques de PVC [68].

1.7.3. Agents émulsifiants

Une émulsion est un systeme hétérogene, constituée d'au moins un liquide immiscible
intimement dispersé dans un autre sous la forme de gouttelettes, dont le diamétre dépasse en
géneéral 0,1 mm. De tels systéemes possedent une stabilité minimale, qui peut étre accentuée par
des additifs tels que des agents tensio-actifs. Ainsi, des émulsions stables peuvent étre produites
avec une durée de vie des mois et des années [69]. La compréhension de la formation, des
structures et propriétés des émulsions est essentielle pour la création et la stabilisation de

structures dans les aliments.



Selon IRIE et al. [68] I'utilisation d'agents tensioactifs biologiques en combinaison avec des
antibiotiques pourrait représenter une nouvelle stratégie antimicrobienne une fois que les

antibiotiques sont en général moins efficaces contre les biofilms.
Il existe deux principaux types d'émulsion qui sont importants dans les aliments :

1.7.3.1. Huile-dans-eau (O /W) :

Des gouttelettes d'huile sont mises en suspension dans une phase aqueuse continue. C’est le

type le plus polyvalent des émulsions, qui sont pratiquées sous de nombreuses formes
(mayonnaises, garnitures fouettables, mélanges de crémes de glace) et de leurs propriétés sont
controlés a la fois les agents tensioactifs utilisés et les composants présents dans la phase

aqueuse.

1.7.3.2. Eau-dans-huile (W/O) :

L’émulsion, contenant le beurre, la margarine, et tartinades a base de matic¢res grasses en
géneral. La stabilité de ces émulsions dépend plus sur les propriétés de la graisse ou de I'huile
et egalement le tensioactif utilisé dans la phase aqueuse.

Un lipopeptide obtenu a partir de Bacilus subtilis a été capable de former des émulsions stables
avec I'huile de soja et de graisse de coco, ce qui suggére son potentiel en tant qu'agent
émulsifiant dans les aliments [70].

Un manoprotein de Kluyveromyces marxianus a éteé capable de former des émulsions avec
I'nuile de mais qui ont été stables pendant trois mois; la levure a été cultivée sur un milieu a
base de lactosérum suggérant une application potentielle comme un bioémulsifiant alimentaire
[71]. Le composé riche en glucides extracellulaires de Candida utilis était utilisé avec succes

comme agent émulsifiant dans les formulations de vinaigrette [72].



1.8 Avantages des biosurfactants
Les biosurfactants ont des plusieurs avantages :

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

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

e Caracteéristiques écologiques : biodégradables et non toxiques.

e Temps de stockage long.

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

conduisant a une réduction du cout de production.

L’utilisation des biosurfactants, dans tous les domaines et notamment leurs applications
environnementales, s’avére indispensable a cause des avantages cités précédemment. En effet,
plusieurs facteurs influencent la nature et la quantité de la production des biosurfactants entre
autres, le type de microorganisme et la source du carbone, cette derniére peut diminuer
considérablement le colt de production qui est le seul inconvénient. Il est estimé que les
matieres premieres représentent 10 a 30% du codt total de production dans la plupart des
procédés biotechnologiques. Ainsi pour réduire ce codt, il est préférable d’utiliser les résidus
(sous-produits) notamment de 1’agroalimentaire en tant que substrat pour la production de
biosurfactants. Finalement, une application efficace de biosurfactants, dans la bioremédiation
des sites contaminés par les composes pétroliers, nécessitera un ciblage précis de la nature

physico-chimique des polluants et des zones touchées [48].



Chapitre 02
Partie expérimentale



Le déroulement de notre étude a eu lieu au niveau de cinq laboratoires a savoir :

= Laboratoire de microbiologie et biochimie pavillon 22.

= Laboratoire d’analyse fonctionnelle pavillon 22.

= Laboratoire d’analyse numérique pavillon 22.

= Laboratoire de chimie des substances naturelles et biomolécules pavillon 8.

= Laboratoire d’hygi¢ne de wilaya de Blida.

L’objectif principale de cette étude est la production de biosurfactant a partir de la souche
bactérienne Bacillus amyloléquifaciens en suite 1’application de ce dernier dans une sauce

vinaigrette.

Dans cette partie nous allons présenter :

= Les différentes étapes de production biosurfactant.
= L’application de ce biosurfactant dans la sauce vinaigrette.

= Les deférents protocoles expérimentaux utilises.



2.1 Produits et matériels utilisés
2.1.1 Produits utilisés

- Peptone.

- L’extrait de levure.

- Chlorure de sodium NaCl.

- Hydroxyde de sodium NaOH.
- Acide chlorhydrique HCI.

- Nitrate de sodium NaNOs.

- Hydrogénophosphate de potassium K2HPOs.

- Phosphate de potassium KH2POj.
- Chlorure de magnésium MgClo.

- Chlorure de calcium CaClo.

- Hexane CsH1a4.

- Dichlorométhane CH2Cl..

- HEC.

- Lécythine de soja.

- L’agar.

2.1.2 Matériels utilisés

Tableaux 2.1 : matériels utilisés

Petit matériel

Verrerie de laboratoire : béchers, entonnoirs,
erlenmeyers, éprouvettes, fioles jaugées,
pipettes, pissettes, tubes a essai, verre de
montre...

-Thermometre.

-Papier filtre.

-Boite pétri.

-Lance en platine.

Appareillage

-Agitateur magnétique chauffant de marque
IKA®RH-KT\C

-Balance de preécision.

-pH métre de marque inoLab.

-Incubateur de marque memmert.
-Autoclave de marque AUSCULAP.
-Shiker de marque WiseCube.
-Centrifugeuse de marque SIGMA.



-Flacons. -Etuve de marque mLw.

-Pipette pasteur. -Rotavapeur de marque BUCHI.
-Ampoule a décanté. -Homogénéisateur de marque IKA® digital
ULTRA DURRAX.

-Rhéomeétre de marque MCR 302.
-Refrrégérateur de marque CONDOR.
-Hotte chimique.

2.2 la souche bactérienne utilisée

2.2.1 Définition

La souche bactérienne que nous avons utilisé pour produire notre biosurfactant est appelée
Bacillus amyloléquifaciens, cette derniére est une bactérie du sol, gram positive, catalase
positive, aérobie, en forme de batonnet et mobile. Elle forme une endospore forte lorsque les
conditions ne sont pas favorables. Les spores sont dispersees dans la poussiére, qui penetre
ensuite dans les réserves d’eau des plantes et des animaux. Le nom indique que ce bacille
liquéfie I’amidon. La bactérie est également une source de subtilisine, qui est une protéase, cette
enzyme est utilisée dans les détergents a lessive et les nettoyants pour lentille de contact. Aussi
elle est une bactérie productrice des biosurfactants qui utilises dans des nombreux domaine tel

que : agroalimentaire, farmaceutique, cosmétique, peinture.... [81]

Figure 2.1 la bactérie bacillus amyloléquifaciens sous microscope [81]



2.2.2 Origine de la souche bactérienne utilisée

Le biotope utilisé pour isoler des souches bactériennes aérobies est un sol sableux provient d’un
bourbier pétrolier contaminé par les hydrocarbures de la région de Hassi-Messaoud (sud

d’Algérie). Les différentes caractéristiques de ce biotope sont données en Annexe A.

Les prélévements d’échantillons ont été réalisés a différentes profondeurs (5 - 20 cm) le
13/03/2007 a 16 H 00 heures locales.

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. Toutes les étapes de 1’isolement ont été réalisées par EDDOUAOUDA et al. [48].

La figure 2.2 montre le biotope utilisé pour I’isolement des souches bactériennes a potentiel de

production de biosurfacrant.

Figure 2.2 sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud) (EDDOUAQOUDA, 2012)

Figure 2.2 sols contaminés par le pétrole brut (Hassi-Messaoud) ( EDOUAQOUDA , 2012)
2.3 Criblage des souches productrices de biosurfactant

> Repiquage :
La conservation a longue durée des souches pures obtenues a été effectuée a partir d’une culture
en fin de phase exponentielle de croissance dont les souches sont conservées dans le bouillon
LB en présence de 25% de glycérol a - 80 °C [48].



Le repiquage est réalisé sur milieu LB solide. Apres I’incubation a 45 °C pendant 24 h, les
souches sont conservées a 4 °C pour une durée de 4 a 6 semaines afin de pouvoir toujours

disposer des souches viables [87].

» Préparation de culture fraiche (milieu LB) :

Le milieu de culture riche utilisé est le milieu Luria-Bertani (LB) dont la composition par litre
d’eau distillée est la suivante : 5 g d’extrait de levure, 10 g de peptone et 23 g de NaCl, avec un
pH égal a 7,4 et cela en utilisant une solution de (NaOH 0,1N) goutte a goutte. Ensuite on
conditionne le milieu préparé dans des tubes a essai, dans chaque tube on met 4 ml de milieu

LB, apres ’autoclavage a 121 °C pendant 20 min.

> Preéparation de la préculture bactérienne :

Les souches conservées a 4 °C ont été ensemencées sur milieu liquide LB et puis incubées a
45°C pendant 18 h pour avoir un bon trouble de croissance. Ces derniéres cultures ont servi a

inoculer les milieux qui seront employés pour suivre la production des biosurfactants.

2.4 Production des biosurfactants
Nous avons choisi la souche bactérienne bacillus amyloliquifaciens pour la production de
biosurfactant, et également étudier application en agroalimentaire.

» Les condition de production sont :

- Milieu de culture : milieu minimum MM.

- Source de carbone : I’huile d’olive.

- Température d’incubation est fixé a 45°C.

- Temps d’incubation est 48 heures.

- pH=7.0

- Agitation est de 150 tr/min.

» Préparation de milieu de production (milieu minimum MM) :

Le milieu de culture liquide utilisé est a base de sels minéraux, milieu minimum (MM), sa
composition (g/l d’eau distillée) est : NaNO3z (0.4), K2HPO4 (0,3), KH2PO4 (0,3), NaCl (10),
MgCl2 (0,3), CaClz (0,05), extrait de levure (1) et quelque gouttes de solution des éléments
minéraux qui contenant (par litre): [HsBO4 (0,25g), CuSO45H,0 (0,5g), MnSO4 H20 (0,59),



NaMoOs (0,06g), ZnSOsH20 (0,79)]. Le pH est ajusté entre 7,1+0,2. Ensuite, le milieu est

/////

On prépare 3 litres de milieu minimum (MM) et on diviser-les a des flacons de 250 ml, on met
dans chaque flacon un volume de 50 ml de MM en suite nous y ajoutons I’huile d’olive qui est
la source de carbone a volume de 1 %, et la suspension bactérienne a volume de 1 % et quelques
gouttes de solution des éléments minéraux. Puis on les met dans le schiker (de marque
WiseCube) pendant 48 heures a 150 tr/min.

> Extraction de biosurfactant :

L’extraction du biosurfactant est généralement utilisée pour enlever les composés hydrophiles.
Les solvants individuels ou mixtes employés sont: acétate d’éthyle (v/v),

chloroforme/méthanol (2/1), dichlorométhane (v/v), et ’acétone (v/v) [88].

La procédure de récupération de biosurfactant est la suivante : lorsque I’activité de biosurfactant
est maximale dans le surnageant (détecté par le test de déplacement de pétrole), le bouillon de
culture a été centrifugé a 4500 tr/min pendant 20 min afin d’éliminer la biomasse. Le surnageant
correspond a la présence du biosurfactant brut. Un traitement a 1’aide de 1’hexane pour éliminer
les acides gras, ensuite avec le dichlorométhane. Le solvant a ét¢ ensuite enlevé a 1’aide d’un

rotavapeur (de marque BUCHI).

2.5 Essai d’application de biosurfactant dans le domaine agroalimentaire

Vu les propriétés émulsifiantes intéressantes de notre biosurfactant produit par la souche
Bacillus amyloliquifaciens, nous avons développé une nouvelle formule de la sauce vinaigrette

avec des caractéristiques similaires a la vinaigrette commerciale.

La vinaigrette représente une émulsion de type directe, complexe, finement dispersée, stable et

grasse.

Les différentes formulations de la vinaigrette se distinguent principalement par la composition,

le type du stabilisateur et de 1’émulsifiant [89].

Sur cette optique nous avons procédé a la préparation d’une sauce vinaigrette a partir de trois
substrats a titre d’agents émulsifiants (ces trois ingrédients sont les plus critiques pour la
stabilité de la vinaigrette) : SIN1422 c’est un épaississant alimentaire, la 1écythine de soja, et le

biosurfactant issu de la souche Bacillus amyloliquifaciens.



Parmi nos objectifs est que notre produit fini soit avant tout stable du point de vue rhéologique
et microbiologique tout au long de la période de stockage. Ainsi 1’obtention de bonnes

propriétés sensorielles par rapport au produit de référence.
2.5.1 La technologie de la préparation des échantillons de la sauce vinaigrette
2.5.1.1 Préparation des échantillons

Pour cette présente étude, nous avons prépareé trois (03) échantillons de la sauce vinaigrette qui
différent par leur contenance en agent émulsifiant : la Iécithine de soja, le biosurfactant, et un
3me gchantillon a été pris comme référence « la sauce vinaigrette commerciale de marque

Daily.

Echantillon 1 : vinaigre, moutarde, HEC, sel et la lécithine de soja (avec des différentes

concentrations).

Echantillon 2 : vinaigre, moutarde, HEC, set et le biosurfactant (avec des différentes

concentrations).
Echantillon 3 : vinaigrette commerciale Daily.

Les ingrédients de la sauce vinaigrette Daily sont : eau, ’huile de colza 16%, vinaigre, sucre,
moutarde, sel, epaississant : SIN1422, stabilisant : gamme xanthane, régulateur d’acidité, acide

tartrique, colorant, aromes, et antioxydant.

Les ingrédients ajoutés dans nos échantillons sont: le vinaigre blanc (CASBAH), sel
(ENASEL), huile végétale (CEVITAL), moutarde (SIDNA).
2.5.1.2 Préparation de la phase aqueuse

- On effectue un pesage initial de toutes les matiéres premieres requises pour chaque

essai.

- Les ingrédients secs tels que le sel, la moutarde, On laisse la dispersion sous agitation

pendant un certain temps pour que les ingrédients s’hydratent et se dispersent finement.

2.5.1.3 Préparation de la phase huileuse

Nous avons mélangé la quantité d’huile avec I’agent émulsifiant dans le but d’assurer une bonne

hydratation.



2.5.1.4 Préparation de I’émulsion

On verse lentement la phase huileuse dans la phase aqueuse, sous une forte agitation en utilisant
un appareil agitateur (ULTRA DURAX IKA T25), pour assurer une bonne émulsification de la

préparation. Le mélange devient opaque et homogeéne, a la fin on ajoute le vinaigre.

Apres les 4 étapes de la préparation, les échantillons de la sauce vinaigrette obtenus ont été
placés dans des tubes a essai en verre fermes et stériles, et maintenus pendant 48h a une

température de 4 °C avant I’analyse.

Tableau 2.2 représente la quantité des ingrédients que nous avons utilisé pour la sauce

vinaigrette étudié pour 100 g.

Les ingrédients La quantité ()
Le sel 1

HEC 0.2

Moutarde 5

Huile (90% I’huile végétale + 10% I’huile 279

d’olive)

Vinaigre 93

NB : nous avons utilisé différentes concentrations des emulsifiants quel que soit le biosurfactant
ou la lécithine de soja afin de connaitre la concentration optimale qui maintient la stabilité de

vinaigrette tout au long de la période de travail.
Tableau 2.3 représente les différentes concentrations de biosurfactant et la Iécithine de soja.

Biosurfactant 0.10 (g/l) 0.12 (g/l) 0.14 (g/l) 0.16 (g/) 0.18 (g/)
Lécithine de 0.14 (g/l) 0.15 (g/1) 0.16 (g/) 0.17 (g/) 0.18 (g/1)

soja

2.6 La caractérisation rhéologique des échantillons de la sauce vinaigrette

Dans cette partie, nous proposons de caractériser le comportement rhéologique d’un produit de

référence « vinaigrette de marque Daily » ainsi que les essais formulés.



Pour I’étude, une courbe d’écoulement (rhéogramme) en régime stationnaire a été tracée qui

traduit I’évolution de la viscosité apparente (Pa.s) en fonction de la vitesse de cisaillement

(sh).

Les mesures rhéologiques sont réalisées a 1’aide d’un rhéomeétre de marque MODULAR

COMPACT RHEOMETER.

L’intervalle de variation de la vitesse de déplacement est de 0,01 a 1000 s%, & une température

de 22 °C, avant et apres I’effet mécanique.

L'analyse statistique des données obtenues a été réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA.
Autre caractéristique est la stabilité de I’émulsion a la centrifugation, cette méthode consiste a
soumettre 1’émulsion a une centrifugation afin de vérifier la non-séparation des phases de
I’émulsion.

2.7 Controdle bactériologique [90]

Le contrble bactériologique permet de denombrer les microorganismes dans les produits

alimentaires destinés a la consommation humaine ou a 1’alimentation animale.

2.7.1 Principe

C’est un ensemencement en profondeur d’une gélose définie et coulée dans des boites de pétri
contenant des quantités déterminées de 1’échantillon. Aprés incubation, procéder au comptage
des colonies apparues dans le milieu et au calcule du nombre des germes aérobies mésophiles

par gr ou ml d’échantillon.

2.7.2 Technique de dilution successive

En milieu aseptique, un millilitre de la suspension mere est prélevé avec une pipette graduée,
et transversé dans un tube contenant 9 ml de diluant TSE (eau physiologique) afin de réaliser
une dilution au 1/100 pour les produits solides et au 1/10 pour les produits liquides. L’opération
est renouvelée en changeant de pipette et en versant de nouveau 1 ml dans un nouveau tube de
TSE, et ainsi de suite, jusqu’a ce que la concentration des bactéries devienne relativement
faible. Les tubes sont homogénéisés entre chaque dilution et afin d’avoir une égalité statique

entre les tubes, un millilitre de la derniere solution est jeté.



2.7.3 Mise en gélose

On prend une nouvelle pipette et a partir de la derniere dilution, on préleve 1 ml de dilution qui
sera réparti en goutte au fond de la boite correspondante. L’opération est renouvelée pour la
seconde boite. On remonte jusqu’a la dilution supérieure sans changer de pipette, jusqu’a la
premiére dilution. Les gouttes sont ensuite recouvertes d’une couche de gélose PCA en
surfusion, et le tout est homogénéisé avec des mouvements circulaires. On s’arrange pour que
la gélose ne soit pas trop chaude de fagon a ne pas tuer les bactéries. Une fois la gélose refroidie,
on la passe une seconde couche de gélose blanche ou PCA, ce qui a pour effet d’immobiliser
les bactéries, et donc de former des colonies définies. On met a incuber & 30°C pendant 72h.

On effectue des lectures chaque 24h.

2.7.4 Lecture

On dénombre les colonies qui poussent en profondeur, puis on note les dilutions
correspondantes. On effectue des lectures chaque 24h. Il est impossible de compter une boite
contenant plus de 300 colonies en raison d’un risque d’erreur trop important. Ces résultats sont
donc rejetés. Les boites contenant moins de 30 colonies sont elles aussi écartées, les colonies

sont trop rares et peuvent induire en erreur.

2.7.5 calcule

On utilise la formule mathématique suivante.

_ Xc
- Vml*(n1+0.1n2)*d1

Retenir 2 dilutions successives (plus fortes dilutions) ou le nombre de colonies dénombrées soit

compris : 30 <c <300.

* N : nombre d’UFC par gramme ou par ml de produit initial ;

* Y'c : sommes des colonies des boites interprétables ;

* Vmi : volume de solution déposé (1 ml) ;

* n1 : nombre de boites considérées a la premiére dilution retenue ;
* n2: nombre de boites considérées a la seconde dilution retenue ;

» d1: facteur de la premiere dilution retenue ;



2.8 Stabilité physico-chimique
La stabilité physico-chimique est controler les parametres physico-chimiques de la sauce
vinaigrette tel que : le pH et la température.



Chapitre 03

Résultats et
discussions



3.1 Production de biosurfactant

La production de biosurfactant par des microorganismes mésophyles a été largement étudies.
En revanche, peu de travaux ont été réalisés a des températures supérieurs a 40°C. Ceci montre

I’importance des souches thermophile utilisée dans notre cas d’étude.
Le tableau suivant représente toutes les étapes de la production de biosurfactant.
Tableau 3.1 représente les étapes de la production des biosurfactant.

L’étape Image

Préparation de milieu LB

Préparation de milieu MM

Incubation 150tr/mn pendant 48h

Centrifugation 4000 tr/mn pendant e — ¢ //’:s”'

20 mn




Filtration par papier filtre

Filtration par ’hexane

Décantation par dichlorométhane

Extraction de biosurfactant

La période de production de biosurfactant a réaliser pendant 2 mois, nous avons répété ces
étapes chaque semaine par ce que la quantité que nous avons obtenue ne dépasse pas 0.4 gr.

La quantité finale égale 2 grammes.



Figure 3.1 biosurfactant extrait par la souche bacillus amyloliquifaciens

3.2 Essai d’application en agroalimentaire dans la préparation de la sauce

vinaigrette

Les analyses physico-chimiques, organoleptiques et sensorielles ont été réalisées sur les 03
échantillons de la sauce vinaigrette. Ces analyses permettront d’apprécier la qualité des
produits.

3.2.1 Test de séparation de la vinaigrette de Iécithine de soja

Les résultats que nous avons obtenus aprés 48h montre que la concentration optimale de
Iécithine de soja est 0.16g/1 pour la stabilisation (non-séparation) des phases de la vinaigrette.

Figure 3.2 vinaigrette de Iécithine de soja.



3.2.2 Test de séparation de la vinaigrette de biosurfactant

Les résultats que nous avons obtenus aprés 48h montre que la concentration optimale de
biosurfactant est 0.10g/l pour la stabilisation (non-séparation) des phases de la vinaigrette.

Figure 3.3 vinaigrette de biosurfactant

Ces résultats montre que nous pouvons utiliser le biosurfactant comme agent émulsifiant dans
la préparation de sauce vinaigrette et a faible concentration (0.10g/l) par rapport au lécithine de
soja (0.16g/1).



3.3 La caractérisation rhéologique des échantillons de la sauce vinaigrette

Les résultats des caractéristiques rhéologiques étudiées sont présentés dans la Figure 3.4 :
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Figure 3.4 : évolution de la viscosité apparente des échantillons de la sauce vinaigrette étudiés
en fonction de la vitesse de cisaillement a T=22°C

La rhéogramme montre 1’existence de deux comportements distincts :

-Comportement 1 :

Ce comportement a de petits taux de cisaillement ou le comportement est quasi newtonien
correspondant a une viscosité au repos de 37.4 Pa.s.

-Comportement 2 :

Ce comportement présente une chute de la viscosité a partir d’un taux de cisaillement égale a
0.01 S expriment un comportement rhéofluidifiant.

-Comportement 3 :

On note I’absence de la troisiéme région Newtonienne auquel cas la viscosité devient constante

et a trés fort cisaillement.



L'analyse statistique des données obtenues a été réalisée en utilisant le logiciel STATISTICA.

3.4 Etude de la stabilité de vinaigrette a la centrifugation

Cette méthode consiste a soumettre 1’émulsion a une centrifugation afin de vérifier la non-
séparation des phases de I’émulsion.
Nous avons met la vinaigrette qui contient le biosurfactant et la vinaigrette qui contient la
Iécithine de soja dans la centrifugeuse ( de marque SIGMA), et en augmente chaque fois la
vitesse et le temps :

e La premiere essaie : 3000 tours pendant 5 minutes.

e Ladeuxieme essaie : 3000 tours pendant 10 minutes.

e Latroisieme essaie : 3000 tours pendant 15 minutes.

e La quatrieme essaie : 6000 tours pendant 5 minutes.

e Lacinquieme essaie : 6000 tours pendant 10 minutes.

e Lasixiéme essaie : 6000 tours pendant 15 minutes.
Les résultats que nous avons obtenus sont :
La vinaigrette qui contient la Iécithine de soja reste stable jusqu’a la cinquiéme essaie (6000
tours pendant 10 minutes), par contre la vinaigrette qui contient le biosurfactant reste stable
jusqu’a la derniere essaie (6000 tours pendant 15 minutes) ce qui montre que le biosurfactant

est le meilleur émulsifiant par rapport a la lécithine de soja.

Figure 3.6 : centrifugation de vinaigrette qui contient la Iécithine de soja.



Figure 3.7 : centrifugation de vinaigrette qui contient le biosurfactant.

3.5 Contrdle bactériologique

Cette étape a été réaliser au laboratoire d’Hygiéne de Blida, les résultats obtenus sont présentés

dans la figure 3.8

Figure 3.8 : dénombrement des microorganismes de vinaigrette qui contient le biosurfactant

Tous les résultats de lecture sont résumés au tableau 3.2



Tableau 3.2 représente les résultats de dénombrement des microorganismes de la vinaigrette

qui contient le biosurfactant comme agent émulsifiant.

Dilution

10?1

10?1

1072

1072

1073

1073

Boite de pétri  Résultat de comptage Boites retenus
Boite n°1 0 X
Boite n°2 0 X
Boite n°1 0 X
Boite n°2 0 X
Boite n°1 3 X
Boite n°2 0 X

Selon le journal officiel de la république algérienne N°39 la formule de dénombrement des

microorganismes est valable si le nombre des colonies est entre 15 et 150 colonies.

Nous avons trouvé 3 colonies seulement dans notre cas, donc on ne peut pas appliquer cette

formule, et ce qui montre que notre vinaigrette qui contient le biosurfactant comme agent

émulsifiant est de bonne qualité.



3.6 Vue microscopique de vinaigrette

Cette etape a été réaliser a I’aide d’un microscope optique.

La figure ci-dessus représente la vue microscopique de vinaigrette qui contient le biosurfactant
avec un agrandissement de 40X.

Figure 3.9 : vue microscopique de la vinaigrette qui contient le biosurfactant

3.7 Stabilité physico-chimique
3.7.1 Mesure de température

La température a été mesurer a I’aide d’un thermomeétre au mois de juillet, ¢’est un mois trés

chaud.



Les résultats obtenus ont montré dans la figure 3.9 :
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Figure 3.10 : I’évolution de température en fonction de temps
Nous remarquons que les 3 échantillons de la vinaigrette possédent la méme température tout
au long la période de travail.
Ces résultats montrent que le biosurfactant produit est considéré comme d’excellent produit
thermostable, ce qui favorise leur utilisation dans I’industrie agroalimentaire et sous différentes
conditions de température.
3.7.2 Mesure de pH :
La mesure de pH a réalisé a I’aide d’un papier pH.

Figure 3.11 papier pH



Les résultats obtenus sont montrés dans les histogrammes suivants :
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Figure 3.12 la variation de pH de biosurfactant en fonction de temps
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Figure 3.13 la variation de pH de lécithine de soja en fonction de temps



pH de vinaigrette cmerciale Daily
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Figure 3.14 la variation de pH de vinaigrette commerciale Daily en fonction de temps

Le pH de la vinaigrette peut avoir un effet dramatique sur I’effet de la structure de 1'émulsion.
Il est a noter que le pH relativement faible (pH< 4,3) est un avantage du point de vue de la
stabilité de la mayonnaise. Selon Maruyama et al. [80], la vinaigrette est stable a un pH allant
de3ab.

Les résultats obtenus montrent que la comparaison entre les trois échantillons indique que la
valeur du pH de la vinaigrette commerciale Daily est élevée par rapport a la vinaigrette qui
contient le biosurfactant. Apres 30 jours de stockage, la vinaigrette commerciale a enregistré
une stabilité du pH, ainsi que pour la vinaigrette qui contient le biosurfactant au période de
stockage. Par contre la vinaigrette qui contient la lécithine de soja a enregistré une légere

augmentation du pH pendant les 30 jours (pH >5). Ceci exige 1’ajout de régulateur.

En conclusion, une application de biosurfactant issu de la souche bactérienne bacillus
amyloliquifaciens en agroalimentaire a été réalisée par la préparation d’une vinaigrette, les
résultats obtenus montré la possibilité d’utiliser ce dernier comme émulsifiant. A cet effet, les
microbiologiques, rhéologiques et physico-chimiques de la vinaigrette préparée par notre
biosurfactant sont similaires aux caractéristiques de la sauce vinaigrette commerciale de marque

Daily.



Conclusion geneérale



Conclusion genérale

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

La premiére partie de 1I’étude s’est intéressée a la production biosurfactants. Une souche
bactérienne bacillus amyloliquifaciens thermophile (isolées a 45 °C) « dite performante » a été
sélectionnée pour la production de biosurfactant.

Nous avons eu une tres faible quantité de biosurfactant ne depasse pas deux grammes pendant

deux mois de production.

La seconde partie de I’étude nous a permis d’évaluer I'efficacité des biosurfactants, issus de la
souche bacillus amyloliquifaciens, en étudiant leurs applications en agroalimentaire. Les

résultats obtenus ont montre que :

= La concentration optimale de biosurfactant dans la vinaigrette est 0.10 g/l pour la non-
séparation des phases.

= Laconcentration optimale de la lécithine de soja dans la vinaigrette est 0.16 g/l pour la
non-séparation des phases.

= Une stabilité thermique pour les trois échantillons de vinaigrette.

= Une stabilité de pH pour la vinaigrette commerciale et la vinaigrette qui contient le
biosurfactant, par contre en enregistre une légere augmentation pou la vinaigrette qui
contient la Iécithine de soja.

= Les phases de la vinaigrette qui contient le biosurfactant restent constantes aux
centrifugations par contre la vinaigrette qui contient la lécithine de soja, elles sont

séparées a centrifugation de 6000 tours pendant 10 min.

Finalement, les résultats obtenus ont montré la possibilité d’utiliser le biosurfactant comme
émulsifiant, épaississant et stabiliseur. A cet effet, les propriétés physico-chimiques,
microbiologiques et rhéologiques de la vinaigrette préparée par notre biosurfactant sont

similaires aux caractéristiques de la vinaigrette industrielle de marque « Daily ».



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

plus approfondies, a savoir :

= Utilisation d’autres analyses et techniques (analyse biochimique et structurales par LC-
MS et RMN) pour identifier les biosurfactants produits par la souche bacillus
amyloliquifaciens.

» Elargir I’application de ce biosurfactant dans le domaine agroalimentaire comme
emulsifiant et conservateur.
= Etablir un plan d’expérience pour la réalisation des applications possibles.
Approfondir I’étude rhéologique afin de mieux comprendre les interactions moléculaires entre

les différents composants d‘une vinaigrette.
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Annexes A

Tableau 1 : Caractéristiques du biotope utilisé pour l'isolement des souches productrices de

biosurfactants [48] :

Echantillon N° 01 02 03
Parametres Puits OMOZ Puits OMKZ | Puits
#A472 #32 OMKZ#502

COT (%) 2,30 7,1 3,5
NT (%o0) 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) H20 7,50 7,57 7,25

COT : Carbone Organique Total ;
N : Azote total Kjeldahl,

HTP : Hydrocarbures Pétroliers Totaux .

e Sol non salin : CE<2

e Sol legérement salin : 2<CE<3
e Sol salin : 3<CE<5

e Sol tres salin : 9<CE<16

e Sol extrémement salé 16<CE



Annexe B

Composition de milieu LB (Luria Burtani) :

Le milieu de culture riche utilisé est le milieu Luria-Bertani (LB) dont la composition par litre

est la suivante :
e 5 g extrait de levure.
e 10 g peptone.

e 239 NaCl.



