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Résumé

Le présent travail porte I’étude des activités microbiennes chez des souches marines :
Emulsifiante, Protéolytique, Antibactériennes nouvellement isolée a partir des deux
algues brune et rouge Zonaria tournefortii et Asparagopsis armata récoltée au niveau
de la Corned’Or a Tipaza. Le criblage des souches bactériennes isolées a permis de
sélectionnez les souches performante, ce criblage a été réalisée par trois activité.
L’¢tude de I’activité antimicrobiennes des souches bactériennes a été réalisée par la
méthode des cylindres d’Agar, et a permis de détecter 1’effet inhibiteur des souches
vis-a-vis de dix bactéries cibles ainsi sélectionnez des bactéries productrices des

antibiotiques.

L’activité protéolytique Permettre de savoir la souche productrice de protase,
la présence d’un halo transparent dans le milieu indique la sécrétion des protéases par
les souches et I’hydrolyse des protéines du lait, la troisiéme activité consiste a

l'activité émulsifiante qu’est la détermination de la production de biosurfactant

Ces trois activités nous ont permis de sélectionnez 10 performant souches

bactériennes (bactérie, actinomycéte et champignons)

L’analyse chimique des biosurfactants produites a été analysées par FTIR .Les
spectres obtenu a permis de savoir les principales fonctions existant dans nétre

Boisurfactants .

Mots clés : Zonaria tournefortii , Asparagopsis armata, Boisurfactants,

actinomycete



Abstract

The present work deals with the study of microbial activities in Marine strains:
Emulsifier, Proteolytic, Antibacterial newly isolated from two brown and red algae
Zonaria tournefortii and Asparagopsis armata harvested at Corned'Or in Tipaza. The
screening of isolated bacterial strains made it possible to select the efficient strains,
this screening was carried out by three activities. The study of the antimicrobial
activity of the bacterial strains was carried out by the Agar cylinder method, and it
was possible to detect the inhibitory effect of the strains with respect to ten target
bacteria and thus select bacteria that produce the antibiotics. .

Proteolytic activity To know the protease producing strain, the presence of a
transparent halo in the medium indicates the secretion of proteases by the strains and
the hydrolysis of milk proteins, the third activity consists of the emulsifying activity
which is the determination of biosurfactant production

These three activities allowed us to select 10 high performing bacterial strains

(bacterium, actinomycete and fungi)

Key words: Zonaria tournefortii , Asparagopsis armata biosurfactant, actinomycete



°C

pl

pm
ATCC
DDP

FTIR

GLM
GN
GNL
HO
HO

ISP

LB
MH
min
ml

MM

Liste des abréviations

: degré Celsius

: Microlitre

: Micrometre

: American Type Culture Collection

: Diameétre du déplacement du pétrole brut
: Infra Rouge Transformé de Fouries

: Gramme

: glucose -extrait de levure -extrait de malte
: Gélose Nutritive

: Gélose nutritive au lait

: Huile d’olive

: Huile de table

: International Streptomyces Project
: Litre
: Milieu Luria Bertani.
: Muler-Hintan
: Minute
: Millilitre
: Milieu Minimum
: Millimétre

: Pétrole



PDA
pH
Sab

tr/min

Vit

VNSS

: Potato Dextrose Agar
: Potentiel Hydrogéne.
: Sabouraud

: tour/minute

: Ultra-Violet

: Vitamine

: Vaitanen Nine Salt Solution



Liste des tableaux

Tableau n° 01 : les résultats de ’activité antimicrobienne des souches bactériennes ..
Tableau n° 02: les résultats de I’activité antimicrobienne des streptomycétes .........
Tableau n° 03 : les résultats de I’activité antimicrobienne des champignons ...........
Tableau n° 04 : les résultats de I’activité protéolytique des bactéries..................

Tableau n° 05 : Sélection de la souche productrice de biosurfactant basée sur le test

de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de temps. .....

Tableau n° 06 : Sélection de la souche productrice de biosurfactant basée sur le test

de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de temps. .......

Tableau n° 07 : Sélection de champignons producteur de biosurfactant basée sur le

test de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de temps..

33

35

36

37



Liste des figures

Blignren® 01 = Bitucte: d7 s tenEI0asl cnses s sessrsmmmmusssasmmissewssunmsnes 5 555555

Figure n° 02 : le prélévement des cylindres de gélose et déposition sur le milien MH
€tales par 1es bacteries-tEStS. . ....uuuuntee it e

Figure n° 03 : les suspensions bacterienne cuuuesevesssseosesesseassnsrsesssssssnssesessanarnsons
Figure n°®04 Nappe de pétrole...........oouiuiiininiei e,
Figure n°® 05 déplacement de pétrole..............oooiiuiiuiniiiiiiiee e,
Figure n° 06 : Observation microscopique des cellules bactériennes aprés fixation ......
Figure n° 07: résultats de teste de catalase pour quelque souches bactérienne ............
Figure n® 08: résultats de teste de mannitol-mobilité de quelque souches bactérienne...

Figure n° 09 : Activité antibactérienne des souches K1, AAR1, AAR2, AAZ3, AAZ9
contre Micrococcus Iuteus ATCC 14110... ........c.oeeeeoeoee e o eee e e e e aee e o

Figure n® 10 : Activité antibactérienne des champignons CAR2, CAR7, CAR 8 et
CAR 9 contre 1es bacteries-teStES. .. .. ouuvnirrnirie it

Figure n° 11 : Activité protéolytique des quelques souches bactérienne ...............

Figure n® 12 : Activité protéolytique des streptomycétes K1, AAR1, AAR2, AAZ3

Figure n°® 13: les diametres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec I’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps........

Figure n° 14: les diamétres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec I’huile de table comme source de carbone en fonction de temps.......

Figure n° 15 : les diamétres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec le pétrole comme source de carbone en fonction de temps............

Figure n° 16 : la cinétique de production du biosurfactant par les streptomycétes avec
I’huile de table comme source de carbone en fonction de temps ... ............cceveneen....

Figure n° 17: la cinétique de production du biosurfactant par les streptomycétes avec
I’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps........................c.....

Figure n° 18: la cinétique de production du biosurfactant par les champignons avec
I’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps..............................

13

22

23

27

27

31

32

32

36

36

38

38

41

42

42

45

46



Figure n° 19: la cinétique de production du biosurfactant par les champignons avec le

pétrole huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps.

Figure n° 20: Spectre de FTIR du biosurfactant de la souche 17 R........................

Figure n® 21: Spectre de FTIR du biosurfactant de la souche K1........................

Figure n° 22: Spectre de FTIR du biosurfactant de la souche CAR 7

47

49

49

50



INTRODUCTION
GENERALE



Introduction générale
T e T e

L’environnement marin est un écosystéme rendu unique en raison de la
diversité des organismes qu'il abrite, il est extrémement complexe et contient une
grande diversité de formes de vie [1], Parmi ses organismes, les algues font preuve
d'une incroyable richesse, de nouvelles espéces sont identifiées perpétuellement et des

projections estimaient que les 36 000 espéces [2].

Les algues marines sont utilisées dans le monde depuis des millénaires par les
populations littorales pour leurs hautes valeurs nutritives, depuis plusieurs années un
regard particulier est porté sur la recherche de nouvelles substances d'intéréts
biotechnologiques. Ainsi, sur le marché pharmaceutique et cosmétique, 30% des
substances actives ont ét¢ développées a partir de substances naturelles dont 10 % ont

été isolées a partir d'organismes marins.

Les microorganismes marins jouent un réle clé dans tout processus écologique
marin, d'ou 1'intérét croissant pour I'étude de leurs populations et de leurs fonctions.
Les communautés microbiennes sur les algues restent toutefois sous-explorées,
malgré leur énorme biodiversité et le fait qu'elles différent nettement de celles vivant

librement dans I'eau de mer. [3]

L’objectif principal de notre travail dans le cadre de ce mémoire est le criblage
des souches performantes a partir une collection microbienne isolé a ’algue brune
Asparagopsis armata, qui produisant les antibiotiques et les protéases plus que la

production des biosurfactantes, sa dans la premiére étape.

La deuxiéme étape concerne la production et I’extraction des biosurfactantes

produites pas les bactéries, actinomyceétes et les champignons

Cette mémoire est structurée en trois chapitres : le premier chapitre présente
une synthese bibliographique, le second décrit le matériel et les méthodes utilisées, et
un troisicme chapitre consacré aux résultats et discussion qui sera suivi d’une

conclusion et des perspectives de cette recherche.



Synthese

bibliographique



Chapitre I : Synthése bibliographique

L.1.Les algues

Les algues sont un groupe diversifié d'organismes photosynthétiques des
formes unicellulaires (Microalga) aux formes multicellulaires (Macroalgae), ils ont la
chlorophylle comme pigment photosynthétique primaire et font pas d'ancétre

commun. [4]
I.1.1.Les grands groupes des algues marines

En général, les algues regroupent quatre groupes qui sont différenciées par
rapport a la couleur, Chaque groupe contient des classes, et chaque classe contient des

centaines d’especes. [5]
A. Les algues vertes (Chlorophycées)

Elles sont de formes trés variées, uni-ou pluricellulaires. Leurs plastes sont
colorés en vert par les chlorophylles, auxquelles sont associés des caroténes et des
xanthophylles. La photosynthése permet la formation d'amidon, comme pour les
plantes supérieures, la plupart des algues vertes vivent en eau douce ou en milieux
marins, mais certaines especes peuvent également se développer sur terre. Elles jouent

un réle important dans I'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie animale. [5]
B. Les algues brunes (Phéophycées)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance du pigment
xanthophylle, la fucoxanthine, qui masque les autres pigments, toutes possédent une
structure pluricellulaire, mais leurs dimensions varient depuis les éléments
microscopiques jusqu'aux trés grands spécimens. La grande majorité des algues

brunes sont marines. [5]
C. Les algues rouges (Rhodophycées)

Les rhodophytes ou algues rouges forment un groupe trés diversifié. Ces
algues doivent leur couleur a la présence de plastes roses dans lesquels un pigment
rouge, la phycoérythrine, est associ¢é a plusieurs autres pigments dont Ies

chlorophylles. La plupart de ces algues rouges sont pluricellulaires et marines, mais il



Chapitre I : Synthése bibliographique

existe quelques formes unicellulaires et quelques unes vivent également en eau

douce.[5]
D. Les Cyanobactéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues sont constituées des colonies de
taille, de forme et de couleur trés variables. Comme les algues rouges, elles possédent
des pigments surnuméraires bleus (Phycocyanines) et rouges (Phycoérythrines) qui
masquent la chlorophylle, en dépit de leur nom ancien d’algues bleues, elles sont
rarement bleues mais plus souvent rouges, vertes avec des reflets bleutés, violets,
bruns, jaunes ou orangés. La plupart d’entre elles ont une consistance gélatineuse

voire gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent. [5]
I.2. Les microorganismes marins

Les micro-organismes sont une composante essentielle de la biosphére
terrestre [6], leur nombre dans les environnements aquatiques est énorme, l'eau de
mer contient jusqu'a 107 virus, 106 bactéries, 103 champignons, 103 microalgues, et
10 a 100 larves microscopiques[7], l'environnement aquatique favorise le

développement des microbes et la formation des biofilms sur les surfaces[8].

De plus, les surfaces algales fournissent un habitat riche en matériau
organique. Les macro-algues libérent de grandes quantités de carbone organique dans
l'environnement, fournissant des nutriments pour les micro-organismes [9] et le

déclenchement du comportement chimiotactique des bactéries [10].

Les bactéries et champignons marins sont d'un grand intérét en tant que

sources nouvelles et riches de produits biologiquement actifs.

Ils vivent en étroite association avec les organismes marins & corps mou, qui
manquent des mécanismes de défense structuraux évidents, et comptent ainsi sur le
produit chimique défense par la production de métabolites secondaires bioactifs, soit

seuls soit par la microflore survivre dans leur habitat extréme. [11]
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I.2.1. Les bactéries marines

Dans les écosystémes aquatiques, les organismes les plus nombreux sont les

microorganismes, les bactéries forment la composante majoritaire

Le terme bactérie est un nom vernaculaire qui désigne certains organismes
vivants microscopiques et procaryotes présents dans tous les milieux. Le plus souvent
unicellulaires, elles sont parfois pluricellulaires (généralement filamenteuses), la
plupart des espéces bactériennes ne vivant pas individuellement en suspension, mais

en communautés complexes adhérant a des surfaces au sein d'un gel muqueux [12]

Les bactéries marines différent physiologiquement de celles qui ont des
habitats non marins, elles sont trés adaptées aux conditions trés spéciales offertes par
le milieu marin (salinité, pH, oxygénation réduite, basses températures et des

pressions souvent considérables) [13]

Les bactéries servent de nourriture & de nombreux organismes marins, elles
favorisent la fixation d'algues ou de larves sur certains substrats, elles permettent
¢galement la dégradation de certains polluants tels que naphtaléne, pesticides,
cellulose, hydrocarbures, etc, mais Certaines bactéries ont la capacité de concentrer

des polluants tels que les métaux lourds (mercure). [14]
I.2.2. Les Actinomycétes
1.2.2.1.Définition

Les actinomycétes sont des bactéries Gram positive formant des colonies a la
morphologie complexe, [15] ils comprennent des formes peu évoluées comme le
genre Mycobacterium (batonnets ou rarement mycélium rudimentaire), ou trés
évoluées, comme le genre Streptomyces qui forme un véritable mycélium non

fragment¢ et sporulant.

Les formes évoluées possédent un mycélium du substrat (nourricier), surmonté
par un mycelium aérien sporulant (reproduction asexuée) qui leur confére un aspect

fongique d’oul I’expression "ray fungi" ou "champignons rayonnants". [16]
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1.2.2.2.Le genre Streptomyces
A. Définition et caractéristiques principales

Le mot Streptomyces regroupe tous les membres du genre Streptomyces, ¢’est
le genre d’actinomycétes le plus abondant et surtout le plus performant dans la

production de métabolites secondaires importants.

Les Streptomyces sont donc des organismes procaryotes qui possédent une
structure filamenteuse. Cela explique leur dénomination : Du Grec Strepto.myces :

Streptos : tordu ou courbé et myces : champignons. [17]

A cause de leur structure filamenteuse, les actinomycétes y compris les
Streptomyces ont longtemps été sujets & controverse a propos de leur nature : certains
les considérant comme des bactéries filamenteuses, d’autres comme des

champignons.

Les Streptomyces sont des organismes aérobies, a coloration de Gram positive,
chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent a 1’ordre Actinomycetales de

la classe Actinobacteria. [18]
B. Ecologie

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre
sur tous les substrats naturels, [19] la grande majorité est d’origine tellurique et c’est &
partir du sol que ces bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes (air, composts,
eau, fourrages, fumiers, grains, canne a sucre, etc,) et dans des zones géographiques
variées : I’extréme nord, I’arctique, les tropiques, les plus hauts sommets des

montagnes et les déserts. [20]

Ils sont généralement saprophytes (genre Frankia). Certains sont pathogénes
pour I’homme (Mycobacterium tuberculosis), d’autres pour les animaux (4ctinomyces
bovis) ou pour les végétaux (Streptomyces scabies, agent de la galle de la pomme de

terre). [21]
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C. Les actinomycétes marins

Certaines souches d’actinomycétes ont été retrouvées dans des environnements

marins [22], dans des sédiments situés a plus de 4000m de profondeur [23].

Ils sont présents dans les fonds fluviaux ou lacustres. La colonisation normale
du milieu marin est un point controversé, selon les uns, il existerait une flore
d’actinomycétes spécifique aux sédiments marins caractérisée par sabarotolérance,
son halophilie et une température optimale faible ; selon d’autres, les actinomycétes
isolés de ces milieux correspondraient & des souches terricoles adaptées a la salinité

marine [24].

Les actinomycétes sont également présents dans les lacs extrémement
alcalins, les lacs salés, en revanche il semblerait qu’ils sont absents dans les eaux
minieres trés acides (pH <1) et les sources thermales trés chaudes d’origine

volcaniques. [25]
D. Importance des actinomycétes

La principale raison derricre 1’engouement pour les actinomycétes vient du fait
qu’ils possedent des roles importants dans le sol et dans les interactions avec les
plantes, [26] mais également pour la synthése de nombreux métabolites d'intérét
biotechnologique. Il a été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont
produits par les actinomyceétes dont 6550 (40%) par des espéces de Streptomyces. [27]

En plus de la production d’antibiotiques, les actinomycétes produisent un grand
nombre d’autres métabolites secondaires dotés d’une large gamme d’activités, tels

que des inhibiteurs d’enzymes, immunosuppresseurs, totoxines et pesticides.[28]
> Dans les domaines médical, vétérinaire et industriel

Les actinomycétes ont fourni un nombre considérable de composés bioactifs de
haute valeur commerciale, et sont recherchés de fagon routiniére dans le but de

découvrir de nouvelles substances bioactives. [29]

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élevages industriels

d’animaux.
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IIs sont utilisés non seulement pour combattre les maladies des animaux et des
plantes, mais aussi dans 1’alimentation pour augmenter les rendements zootechniques.

[30]
> Dans le domaine agronomique

En plus de la production d’un grand nombre de métabolites d’importance
commerciale, les actinomycétes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur
implication dans le processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage
des nutriments et comptent parmi un nombre réduit d’organismes utilisés en
bioremédiation, capable de dégrader des composés organiques complexes tels que la
chitine[31] et griace a un potentiel enzymatique riche ainsi que des spores résistantes a

la dessiccation. [32]

Ils ont la possibilité de s’adhérer aux interfaces non miscibles 4 1’eau en raison de
I’hydrophobicité de leur paroi cellulaire. Ils sont aussi capables de dégrader des

hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques complexes. [33]
1.2.3 .Champignons

Les champignons sont des organismes eucaryotes apparentés aux végétaux,
ont des formes de vie trés variées , les plus simples sont unicellulaires, mais la plupart
sont pluricellulaires, ils se nourrissent des matiéres organiques de leur environnement
en sécretant des enzymes qui « digerent » les divers composés organiques qui les
entourent et les réduisent en petites molécules solubles, celles-ci diffusent au travers

des parois de leurs cellules.

Comme les bactéries, beaucoup de champignons sont des organismes saprophytes
: ils assurent la décomposition de la matiére organique morte, animale et végétale, de
déchets de toutes sortes. Nombreux sont aussi les champignons qui, en s'attaquant a la
matiére vivante elle-méme, sont responsables de maladies plus ou moins graves,
appelées mycoses, chez les animaux, dont I'Homme, et chez les végétaux. L'étude des

champignons est la mycologie. [34]
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1.2.3.1. Biologie
A. Structure

Les champignons les plus simples, constitués d'une cellule unique, sont
groupés dans l'ensemble des levures, les autres sont pluricellulaires. Pour la plupart,
ils ont la forme de filaments. Chez les champignons primitifs, ces filaments ne sont
pas cloisonnés, chez les champignons supérieurs, ces filaments, appelés hyphes, sont
divisés par des cloisons et constitués de longues files de cellules contenant chacune un
ou deux noyaux. La cloison entre deux cellules est perforée en son centre par un

minuscule pore qui permet la circulation de substances d'une cellule a 1'autre.

Comme les végétaux, la plupart des champignons possédent une paroi qui
protege leurs cellules et constitue la frontiére avec le milieu extérieur. Le principal
constituant de cette paroi cellulaire n'est pas la cellulose, polysaccharide constitué de
glucose, mais la chitine, polysaccharide dont l'unité de base, azotée, dérive du
glucose. La cellulose ne se rencontre que chez quelques groupes, principalement les

oomycetes. [34]
B. Physiologie

Les champignons sont des organismes aérobies : ils ont besoin d'oxygéne

libre, élément de base nécessaire a la respiration.

Les spores, €léments de survie, sont moins hydratées, le développement des
champignons exige donc beaucoup d'eau et d'oxygéne, mais également une source de
carbone organique, puisqu'ils ne peuvent effectuer la photosynthése. La plupart des
champignons utilisent des sucres simples comme le glucose ou le 1évulose (ou
fructose), mais, dans la nature, ils se trouvent fréquemment en présence de
polysaccharides, sucres complexes qu'ils doivent d'abord dégrader avant de les
absorber. Pour cela, ils sécrétent dans le milieu extérieur des enzymes digestives qui

dégradent ces sucres complexes en sucres simples, assimilables pour I'organisme.

Parmi les autres éléments nécessaires au développement des champignons, on
notera des éléments minéraux comme le phosphore, le potassium, le magnésium, le

soufre, des traces de fer, manganése, cuivre, molybdéne, zinc, gallium et de petites
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quantités de substances de croissance (vitamines) que certains champignons sont

incapables de synthétiser eux-mémes.

Certains champignons ou levures peuvent également survivre en situation anaérobie
(absence d'oxygene). Ils transforment alors le sucre des fruits en alcool (éthanol) et en
gaz carbonique grice a un ensemble d'enzymes excrétées, permettant la fermentation

alcoolique. [34]
1.2.3.2. Les champignons marins

Les champignons marins sont un groupe diversifié d'organismes

opportunistes et obligatoires isolés des milieux marins. [35]

Ils sont un groupe écologique plutét que taxonomique et comprennent
environ 1500 espéces, ils se rencontrent dans la plupart des habitats marins et ont
généralement une distribution pantropicale ou pantempérée. Les champignons marins
sont des décomposeurs majeurs des substrats ligneux et herbacés dans les
€cosystémes marins. Leur importance réside dans leur capacité a dégrader
agressivement la lignocellulose. Ils peuvent étre importants dans la dégradation des

animaux morts et des parties d'animaux. [36]
< Utilisation

Les champignons ont de multiples utilisations, soit & cause de leur mode de
vie, soit & cause des enzymes qu'ils excrétent, soit encore a cause des autres

substances qu'ils produisent.
> Agroalimentaire

Les levures sont principalement employées pour leur capacité a transformer
les sucres simples en alcool (fermentation alcoolique), par exemple au cours de la
vinification, de I'élaboration de la biére et de toutes les boissons alcoolisées. Elles
servent €galement 4 la fabrication des pates levées, dont le pain est le principal
exemple. Des levures, mais surtout diverses moisissures (deutéromycétes) sont
essentielles dans la fabrication des fromages : Penicillium camemberti pour le

camembert, Penicillium roqueforti pour le roquefort, etc.

10
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> Industrie

Divers champignons produisent des enzymes qui sont ensuite purifiées et
utilisées dans l'industrie. C'est le cas des amylases, qui permettent la digestion de
l'amidon et sa transformation en dextrines (pour I'alimentation des jeunes enfants, par
exemple), en fructose (pour la préparation de boissons sucrées et de confiseries) et en
de nombreux autres sucres simples. Diverses protéases sont utilisées comme présure

dans la fabrication des fromages, a la place de la présure intestinale du veau.

Les champignons sécrétent d'autres substances d'intérét économique, comme
les acides citrique, gluconique, gallique, ou encore I'acide fumarique produit par une
moisissure du pain et utilisé dans la fabrication de résines synthétiques. Un
champignon parasite du riz produit 1'acide gibberellique, qui favorise la croissance des
plantes. Diverses vitamines sont obtenues grice a des champignons : I'ergostérol,
molécule que 1'on peut extraire des restes de levures de fermentation, permet d'obtenir

la vitamine D, mais aussi la riboflavine (Vit. B2) et la biotine (Vit. H). [34]
> Meédecine

L'utilisation médicale des champignons remonte a 1'Antiquité ; ils étaient
alors utilisés comme purgatifs. Actuellement, une substance produite par le Claviceps
de l'ergot des graminées (le seigle, par exemple) est encore employée pour provoquer
les contractions utérines. Cependant, la plupart des alcaloides de | l'ergot sont
extrémement dangereux et peuvent provoquer des intoxications mortelles. Des
champignons de grande taille produisent également des substances utilisées dans

I'industrie pharmaceutique, mais ne sont pas comestibles. . [34]
I.3. Les activités microbiennes

1.3.1.Activité antimicrobienne

1.3.1.1.Généralités

Un microbe, ou micro-organisme fait partie d’un groupe large et extrémement

divers d’organismes, ils ne peuvent étre visualisés sans I’aide d’un microscope.

11
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Les microbes sont indispensables a la vie. Parmi leurs nombreux roles, ils
sont necessaires au cycle géochimique et la fertilité de sols. Ils sont utilisés pour

produire des aliments ainsi que des composants pharmaceutiques et industriels.

D’un autre c6té, ils peuvent étre la cause de nombreuses maladies végétales et
animales et des contaminations alimentaires, ils sont aussi largement utilisés dans les

laboratoires de recherche pour étudier les processus cellulaires. [38]
1.3.1.2.Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des produits élaborés par des micro-organismes, la
thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries,

sans exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. [39]
1.3.1.3. Antibactérienne

Une substance antibactérienne ou bactéricide est une substance possédant la

capacité de tuer des bactéries.
I.3.2. Activités protéolytique

C’est un test microbiologique qualitatif et préliminaire qui est utilisé comme
moyen de criblage, nous a permis de sélectionner la souche qui posséde une activité

protéolytique.

Dans ce test, on met une piqure centrale des souches dans les boites de Pétri
qu’est coulé avec le gélose nutritive au lait (GNL), les boites de Pétri sont incubées a

30 °C de 24 4 48 h. [40]

L’activité protéolytique se manifeste par la diffusion d’un halo
transparent dans le milieu qui indique la sécrétion des protéases par les souches et

I’hydrolyse des protéines du lait (caséines).
I.3.3. Activité hémolytique

C’est la distraction des globules rouges libérant I’hémoglobine dans le plasma

sanguine

12
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1.3.4. Activité émulsifiante

1.3.4.1. Pouvoir émulsifiant

L’¢émulsion est un systéme hétérogéne composé au moins d’un liquide non
miscible intimement dispersé dans un autre sous forme de gouttelettes dont le

diamétre dépasse en général 0,1 mm (microémulsion). [41]
I.3.4.2.Généralité sur le biosurfactants
A. Définition

Les biosurfactants sont des produits naturels dérivés de bactéries, de levures
ou de champignons [42], se sont des molécules amphiphiles produites dans la vie
constituées d'une partie *hydrophile polaire et d'une partie hydrophobe apolaire (figure
n°01) Généralement, le groupement hydrophile est constitué d'acides aminés, peptides
ou de polysaccharides; le groupement hydrophobe est constituée d'acides gras saturés

ou non saturés [43] .

Les fragments hydrophobes et hydrophiles qui conférent la capacité de
s'accumuler entre les phases fluides, réduisant ainsi la surface et l'interface tension a

la surface et a l'interface respectivement [44]

Partie hydrophoba

©

< =
Partie hydrophile

Figure n° 01 : Structure d’un tensioactif
B. Classification des biosurfactants

Les biosurfactants sont classés sur la base de leur poids moléculaire et sur la base de

leur composition chimique. [45]

13
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» Classification basée sur le poids moléculaire

v' Biosurfactants de faible poids moléculaire:

Ces composés réduisent la tension superficielle et interfaciale aux interfaces air /
cau [45] les biosurfactants de bas poids moléculaire sont généralement des

glycolipides ou des lipopeptides. [46]
Biosurfactants de poids moléculaire élevé:

Ce sont des émulsifiants trés efficaces qui fonctionnent & de faibles
concentrations ( efficaces pour stabiliser les émulsions d'huile dans 1'eau) [45], sont
généralement les polysaccharides amphiphile, protéines, lipopolysaccharides et

lipoprotéines [46]
> Classification basée sur la structure chimique

On distingue cinq grandes classes de biosurfactants : glycolipides,

lipopeptides, phospholipides, lipopolysaccharides et lipides neutres [46]
v Glycolipides

Les biosurfactants les plus connus sont des glycolipides [45], sont constitués
d'hydrates de carbone en combinaison avec une longue chaine d'acides aliphatiques ou
d'acides hydroxy aliphatiques. Cette liaison est au moyen d'éther ou d'un groupe ester
[47].

v’ Lipopolysaccharides
Sont constitués d'une ou plusieurs unités saccharides et d'acides gras [48] qui

ont normalement une masse moléculaire élevée et sont solubles dans 1'eau [45].
v Lipopeptides

Sont composés d'un lipide attaché a une chaine polypeptidique, Les lipides

d'ornitine sont les plus connus [48].
v Phospholipides

Sont formés de groupements alcool et phosphate et de chaine lipidique [49],

et sont des composants majeurs des membranes microbiennes.

14
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v’ Acides gras et lipides neutres
Sont les biosurfactants qui posseédent la masse molaire la plus élevée [48].
> Biosurfactant particulaire

Il existe des bactéries qui produisent des vésicules membranaires
extracellulaires qui séparent les hydrocarbures formant une micro-émulsion. Les
microémulsions qu'elles forment jouent un réle essentiel dans l'absorption d'alcane par

les cellules microbiennes, par exemple dans le cas d'Acinetobacter sp [50].
C. Applications de biosurfactants

Les biosurfactants sont reconnus pour étre non-toxiques, biodegradables et
peuvent €tre utilisés dans des conditions extrémes [51], c'est pourquoi ils peuvent étre

utilisés dans de nombreux domaines:

- environnement, récupération assistée du pétrole, le taux de récupération est 60-95 %

dans des conditions extrémes [52].

- agriculture, élimination des pesticides a partir des plantes et des sols, amélioration

de la photosynthese, croissance des plantes [52].
- agroalimentaire, amélioration de la texture et de la saveur des aliments[52].

- antiadhésive, élimination des biofilms bactériens par adsorption de couche de

biosurfactant sur la surface (verre, polymére, acier...)[52].
- chimie, détergent domestique et industriel [52].

- cosmétique, préparation de crémes hydratantes, préparation de shampoings et savons

riches en huiles essentielles [52].

- industrie pharmaceutique, comme agents thérapeutiques présentant des
activités antibactériennes, antifungiques et antivirales pour combattre les différentes

maladies infecticuses[53].
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Matériels et méthodes
II.1. Introduction

Notre travail expérimental porte le criblage des souches performantes a partir
d’une collection microbiennes nouvellement isolé aux algues brune en se basant sur

des mesures qualitatives.
La partie expérimentale comporte cinq étapes :

Repiquage des souches microbiennes ;
criblage des activités microbiennes ;
sélection des souches performantes ;

la production et I’extraction des biosurfactantes ;

YV V V V V

Caractérisation structurale des biosurfactantes.

Le travail a été effectué au niveau du laboratoire de chimie des produits

naturels (département de Chimie de I’Université Saad Dahlab Blidal )
I1.2.Matériel et méthodologie expérimentale
I1.2.1.0rigine des souches microbiennes

> Récolte et isolement

Les souches microbiennes ont été nouvellement isolée dans le cadre des
travaux de recherche du Laboratoire de Chimie de Substances Naturelles et de
Biomolécules (LCSN-BioM) de 1‘Université de Blida 1 a partir de 1’algue brune

Asparagopsis armata.

25 souches bactériennes, 5 souches streptomycétales et 10 champignons ont

€té isolé a partir cette algue

> Conservation

v" Conservation a court durée

Les différente souches ont été repiquée sur des milieux solide dans des tubes
inclinés, aprés I’incubation les tubes sont conservée a +4 °C, Les milieux utilises

sont :
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e VNSS, LB et GN pour les bactéries ;
o ISP2 pour les streptomycétes;
e Sab, PDA pour les champignons .

v Conservation a longue durée

Les souches sont mises en culture dans un milieu liquide approprié (VNSS pour
les bactéries, ISP2 liquide pour les streptomycétes et GLM pour les champignons), la
suspension est mélangée avec 30% du glycérol stérile, elles sont répartie dans des

cryotubes puis conservée a -80 °C.
I1.2.2. Repiquage :

v" Les souches bactériennes utilisées dans cette étude ont été repiquées et
ensemencé sur milieu solide Gélose nutritif en boites de Pétri et incuber 30 ° C
pendant 24 heures.

v' Les streptomycetes ont été repiquées sur milieu solide ISP 2 et incuber 2
30°C pendant 7 jours.

v les champignons ont été repiquées sur milieu solide (PDA) et incuber & 28°C

pendant 24 a 4 jours.
I1.2.3.Identification phénotypique des souches

L’identification des souches a été accomplie par des études morphologiques

et physiologiques.
I1.2.3.1. Etude morphologique
v' Caractéristiques microscopiques

La coloration de Gram a été utilisée pour classer les bactéries selon leur Gram

et leur morphologie sous microscope optique.

v" Coloration de Gram

La coloration de Gram permet la mise en évidence des propriétés de la paroi

bactérienne afin de les utiliser pour la distinction et la classification. Ceci permet de

18
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donner une information rapide sur les bactéries présentes dans un produit ou un

milieu, tant sur le type que sur la forme.

Le test est réalisé par étalement sur une lame en verre propre d’une
suspension bactérienne qui est séchée et fixée par une flamme. La lame est

recouverte pendant une minute du Violet de gentiane, puis lavée doucement a 1’eau.

La lame est ensuite recouverte par la solution Lugol pendant une minute et de

méme lavée doucement a 1’eau. On ajoute par la suite I’alcool pour la décoloration.

On recouvre enfin la lame par le réactif Fuschine pendant une minute et on

réalise un lavage doux avant séchage, puis on observe au microscope optique.
11.2.3.2.Etudes physiologiques
v Test de la catalase

Le test catalase sert a démontrer si la bactérie posséde le catalase servant a
décomposer le peroxyde d’hydrogéne.

L’activité catalytique consiste & déposée sur une lame en verre propre a I’aide
d’une pipette pasteur, une colonie bactérienne a laquelle on ajoute de I’eau oxygénée
(H202)

Une réaction catalase positive se traduit par [’apparition de bulles, suite au

dégagement gazeux d’oxygéne. [54]

v Test de mannitol-mobilité
Ce test permet de déterminer la mobilité, le tube est ensemencé par piqiire
centrale a ’aide d’un fil droit et incuber pendant 24 h a la température adéquate, la
lecture de la mobilité est comme suit:
- Envahissement du milieu : La bactérie est dite mobile.

- Croissance concentrée autour de la piqure centrale : La bactérie est dite immobile.
I1.2.4. Milieux de culture

Tous les milieux préparés dans le but de la réalisation de cette étude sont

stérilisés par autoclavage a 120 °C pendant 20 min.

19



Chapitre II : Etude expérimentale

I1.2.4.1. Milieu Luria Bertani (LB) liquide

Le milieu Luria Bertani (LB) est utilisé pour la préculture des souches

bactériennes. Il est composé de 10 g peptone, 5 g NaCl et 5 g extrait de levure.
I1.2.4.2. Milieu Luria Bertani (L.B) solide

Il est obtenu aprés 1’addition de 15 g d’agar au milieu LB liquide. Il est

souvent utilisé pour la conservation des souches bactériennes.
II.2.4.3. Milieu Gélose nutritive au lait (GNL)

C’est un milieu solide utilisé pour mettre en évidence le pouvoir protéolytique

des souches bactériennes en hydrolysant la caséine du lait introduite dans le milieu.

Il se compose de: 5 g peptone, 3 g extrait de levure et 15 g d’agar dans 750 ml
d’eau distillée. Le pH est ajusté & 7 avec du NaOH, aprés stérilisation et

refroidissement jusqu’a une température de 40 °C, 250 ml du lait écrémé sont ajoutés.

Aprés homogénéisation du milieu, il est coulé dans des boites de Pétri.
Ce milieu est utilisé pour I’isolement et le criblage des souches productrices

de protéases.
IL.2.4.5. Milieu International Streptomyces Project 2 solide (ISP2)

Sa compositions est de : 4 g Extrait de levure, 10 g Extrait de malte, 4 g

Glucose, dans 1 L I’eau distillée
II.2.4.6. Milieu Vaitanen Nine Salt Solution (VNSS)

Le milieu VNSS est utilisé pour la préculture des souches bactériennes, il est
composé de 17.6 g NaCl, 1.47 g Na;SO4, 0.08 g NaHCO;, 0.25 g KCl, 0.04 g KBr,
1.87 g MgCl,.6H,0, 0.41 g CaCl,. 2 H,0, 0.01 g SrCl,.6 H,0, 0.010 g H;BO3, 1 g
Peptone, 0.5 g Extrait de levure, 0.5 g Glucose, 0.5 g Amidon soluble, 0.01 g FeSO,.7
H,0, 0.01 g Na,HPO, , dans 1 L d’eau distillée.
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I1.2.4.7. Milieu Potatoes Dextrose Agar (PDA)

Lagélose dextrosée a la pomme de terre est un milieu de
culture microbiologique pour les champignons courant produit 4 base d’infusion

de pomme de terre.

Se prépare en faisant bouillir 200 g de pommes de terre tranchées dans 300 ml
de I’eau pendant 30 minutes puis en laissant décanter le bouillon obtenu ou en
le filtrant & travers uncoton a fromage. On dilue ensuite en ajoutant de l'eau
distillée pour un volume final d'un litre. Puis on ajoute 20 g d’agar avant

une stérilisation par autoclave a 120 °C pendant 20 min

I1.2.4.8 Milieu Glucose -extrait de Levure -extrait de Malte( GLM )

Il se compose de : 3 g extrait de leveur, 3 g extrait de malte, 5 g peptone, 10 g

glucose dans 1 L d’eau distillée.
I1.2.4.9. Milieu CZAPEK

3 g NaNOs, 1 g K,HPO,, 0.5g MgSOs, 0.5g KCl, 0.01g FeSO,4, dans 11 eau

de mere filtrée.
I1.2.4.10.Milieu Sabouraud (Sab)
15 g agar, 10 g peptone, 40 g glucose dans 1 1 d’eau distillée et on ajuste le pH a 7.

11.2.4.11. Muller-Hinton(MH)
300g infusion de viande, 17.5 g hydrolysat de caséine, 1.5 g amidon, 17 g agar .

I1.2.4.12. Milieu Minimum (MM)

C’est unmilien qui comportant les éléments chimiques strictement
nécessaires a la croissance d'un organisme, sa composition est de : 0.4 g NH,Cl, 0.3
KH;PO,, 0.3 K;HPO4, 10g NaCl, 0.33 g MgCl,, 0.05g extraie de levure, 0.5 g glucose

dans 1 L d’eau distillée.
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I1.2.5. Mise en évidence des activités antimicrobienne pour les bactéries

L’activité antimicrobienne des bactéries s’effectue par la méthode des
cylindre d’agar, Les souches bactériennes sont ensemencées en stries serrées a la
surface de la boite de Pétri, aprés I’incubation de 24 a 48 heures a 30°C, des
cylindres de gélose sont découpés stérilement & partir de ce milieu et déposés sur le
milieu Muller-Hinton ensemencé par les bactéries-tests comme est dans la figure

suivante .

Figure n° 02 : le prélévement des cylindres de gélose et déposition sur le

milieu MH étales par les bactéries-tests

I1.2.5.1. Microorganismes cibles

Dans le but d’effectuer un criblage préliminaire, les souches conservés ont été
reprises et testés pour leurs activités antimicrobiennes vis-a-vis des microorganismes

cibles de référence.
L’activité antimicrobienne a été testée contre les bactéries suivantes :

Bactéries a gram positives :
V' Bacillus subtilis ATCC 6633
v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923
V' micrococcus luteus ATCC 14110
v' Listeria monocytogenes ATCC 49594

Bactéries a gram négatives :
V' Pseudomonas aeroginosa ATCC 25843
V' Escherichia coli ATCC 25922
V' salmonella enterica ATCC 14028
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Levures :
V' Candida albicans ATCC 10231
V' Saccharomyces cervisiae ATCC 9763
I1.2.5.2. Préparation des suspensions bactériennes
Pour chaque souche, un inoculum est réalisé a partir d’une culture de 24
heures sur GN, a partir de cette culture, une suspension est préparée dans de I’eau
physiologique dans les tubes a essaye, une dilution 1/10 de cette suspension sert

d’ensemencer une gélose molle Mueller-Hinton.

Figure n° 03 : les suspensions bactérienne

II.2.5.3. Lecture

Aprés incubation, la présence de zone d’inhibition est observée autour des

disques des souches produisant des antibiotiques contre la souche test.

Le diamétre d’inhibition est mesuré en millimétre, moyennant une regle
graduée, I’absence de zones d’inhibition claires autour des disques d’agar, indique un
résultat négatif qui montre que les bactéries sont résistantes aux substances produites
par les déférentes souches, plus cette zone est grande, plus I'activité antimicrobienne

est importante.
IL.2.6. Mise en évidence des activités antimicrobienne pour les streptomycétes

L’activité antimicrobienne des streptomycétes est évaluée par la méthode des

cylindres d’agar.
I1.2.6.1. Microorganismes cibles

L’activité antimicrobienne a été testée contre les bactéries suivantes :
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Bactéries a gram positives :

V' Bacillus subtilis ATCC 6633

V' Staphylococcus aureus ATCC 25923

v Micrococcus luteus ATCC 14110

V" Bacillus cereus ATCC 14975
Bactéries a gram négatives :

V' Pseudomonas aeroginosa ATCC 25843

V' Escherichia coli ATCC 25922
Levures :

V" Candida albicans ATCC 10231

V' Saccharomyces cervisiae ATCC 9763

I1.2.6.2. Technique des cylindres d’Agar [55]

Les souches de Streptomycétes sont ensemencées en stries serrées a la surface
de 15 ml de ISP2, aprés 14 jours d’incubation a 30°C, des cylindres de gélose de
6mm de diamétres sont découpés stérilement a partir de ce milieu et déposés sur le
milieu Muller-Hinton qu’est préalablement ensemencé a I’aide d’un écouvillonne par
les bactéries-tests.

Les boites ensemencées sont maintenues a 4°C pendant 2h avant d’étre
incubées pour permettre la diffusion des substances actives, ensuite incubées a 37°C

pendant 24 a 48 heures.
Les zones d’inhibition sont mesurées aprés 24h d’incubation a 28°C [56]
I1.2.7.Activité antimicrobienne pour les champignons

L’activité antimicrobienne des champignons est réalisée par la méthode des
cylindre d’agar, se sont repiquées sur le milieu PDA 2 la surface de la boite de Pétri,
aprés ’incubation de 48 heures jusqu'a 3 jours a 28°C, des cylindres de gélose sont
découpés stérilement a partir de ce milieu et déposés sur le milieu Muller-Hinton
ensemencé par les bactéries-test.

I1.2.7.1. Microorganismes cibles

L’activité antimicrobienne des champignons a été testée contre les bactéries

suivantes :
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Bactéries a gram positives :
v' Bacillus subtilis ATCC 6633

v Staphylococcus aureus ATCC 25923
v Listeria monocytogenes ATCC 49594

Bactéries a gram négatives :
V' Pseudomonas aeroginosa ATCC 25843
v' Escherichia coli ATCC 25922
V' Agrobactérium tumefacienset ATCC 23308

I1.2.8.Mise en évidence des activités protéolytique

L’activité protéolytique des souches microbiennes se fait comme la suite :
Le milieu GNL est préparé et autoclavé puis coulé dans les boites de Pétri, aprés
solidification du milieu, on met une piqiire centrale des souches microbiennes dans ce
milieu et Iincubée a 30° C pendant 24 a 48 heures pour les souches bactériennes et a
28°C pour les champignons.

Les streptomycétes sont repiqués a la surface de milien GNL et incuber

pendant 7 jours a 30°C pour déterminer 1’activité protéolytique
Lecteur des résultats

Aprés incubation, la présence d’un halo transparent dans le milieu indique la

sécrétion des protéases par les souches et I’hydrolyse des protéines du lait.

Le diamétre d’inhibition est mesuré en millimétre, moyennant une régle
graduée, I’absence de I’halo claires autour les piqlires centrale, indique un résultat

négatif, plus cette zone est grande, plus l'activité protéolytique est importante.

I1.2.9. Mise en évidence des activités hémolytique
L’activité hémolytique a ét¢ déterminée sur milieu GN solide additionné de

sang humain (5%). Les souches ont été repiquées sur ce milieu par piqfire centrale.

Le milieu de culture a été incubé a 30 °C pendant 24 3 48 heures, ensuite, il a
eté examiné par I’apparition d*une zone transparente autour des colonies (teste visuel)

[57, 58].

25



Chapitre IT : Etude expérimentale
Lo T e B T S S e S Ve e e

Lecteur des résultats

Aprés incubation, la présence d’un halo transparent dans le milieu indique la

distraction des globules rouges libérant I’hémoglobine dans le plasma sanguine

Le diamétre d’inhibition est mesuré en millimétre, moyennant une régle
graduée, I’absence de I’halo claires autour les piqtires centrale, indique un résultat

négatif, plus cette zone est grande, plus 1'activité est importante.
I1.2.10.Mise en évidence des activités émulsifiant

Pactivité émulsifiant 4 été mesuré selon la méthode de Cooper et
Goldenberg[59]

I1.2.10.1. Activités émulsifiant des bactéries

Dans cette étude on utilise le milieu VNSS comme un milieu de préculture des
bactéries, cette expérience été réalisée dans des flacons de volume 50 ml contenant
25 ml de milieu liquide qu’est inoculé de 2 % d’une culture bactérienne et incuber a

30°C sous agitation de 150 tr /min pendant 24 4 48 heurs.

Apres, la culture est fait dans des flacons de 50 ml aussi remplir avec un
volume de 25 ml du milieu MM plus un volume de 500 pl de source du carbone, le

milieu a été inoculé avec 1% de préculture Agée préparé précédemment.

On utilise I’huile d’olive, I’huile de table et le pétrole comme source de
carbone, ces derniers doivent étre stérilisés sur des filtres de 0.45um, ensuite, on a

suives cinétique de la production du biosurfactante par le teste de déplacement d’huile
v Test de déplacement de I’huile

On remplir une boite de Pétri d’eau distillée puis 1 ml de pétrole brut est

déposé a la surface, une fine couche d’huile se forme immédiatement.

Par la suite, 200 pl de milieu ont été déposés doucement au centre de la
couche d’huile, entrainant la formation d’un halo clair, le diamétre du cercle formé a

été mesuré en cm.
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Figure n®04 Nappe de pétrole Figure n° 05 déplacement de pétrole

I1.2.10.2. Activités émulsifiant des streptomycétes

On utilise le milieu ISP2 liquide comme un milieu de préculture des
streptomycetes, les flacons de volume 50 ml remplir & 25 ml milieu liquide qu’est
inoculé de 2 % d’une culture bactérienne et incuber a 30°C sous agitation 150 tr /min

pendant 7 jours.

la culture est faite dans le milieu MM comme les bactéries, dans des flacons
de 50ml continentes 25 ml du milieu plus 1% de préculture préparé déja avec un
volume de 500 pl de source du carbone qu’est 1’huile d’olive et 1’huile de table et on
a suives cinétique de la production du biosurfactante par le teste de déplacement

d’huile aussi.
IL.2.10.3. Activités émulsifiant des champignons

Le milieu GLM utilisé comme un milieu de préculture de champignons, dans
des flacons de 50 ml on verse un volume de 25 ml du milieu liquide qu’est inoculé de
2 % des champignons et incuber & 28°C sous agitation 150 tr /min pendant 3 jours

pour assuré la croissance des champignons.

La culture se fait dans le milieu CZAPEK, dans des flacons de 50ml
continentes 25 ml du milieu plus 1% de préculture préparé déja avec un volume de
500 pl de source du carbone qu’est I’huile de table et le pétrole puis on suives la

cinétique de production du biosurfactante par le teste de déplacement d’huile .
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IL.2.11. Production de biosurfactante
v" Préparation de préculture

Dans cette étude on utilise le milieu VNSS, ISP 2 liquide, GLM comme des
milieux des précultures pour les bactéries, les streptomycétes et les champignons
respectivement, cette expérience été réalisée dans des flacons de volume 50 ml

contenant 25 ml des milieux.

Ces milieux liquide sont inoculées de 2 % d’une culture microbiennes et
incuber 4 30°C sous agitation 150 tr /min pendant 24h pour les bactéries, 7 jours pour

les streptomycétes et & 28°C pendant 24 a 48 h pour les champignons.

v' Préparation de milieu de production

L’huile d’olive est utilisée comme une source de carbone et énergie pour la
production de biosurfactants a partir des bactéries et I’huile de table pour les
champignons et les streptomycétes.

La production s’effectuer dans 5 flacons de volume 500 ml (pour que le
volume finale égale a 11), qui contiennent un volume de 200 ml du milien MM
(qu’est a été stérilisé par autoclavage & 120 °C pendant 20 min aprés 1’ajustement du
pH a 7,2) additionnée 4 1% de source de carbone (2.5ml) et un volume de préculture
égale & 2.5 ml, ces flacons sont incuber & 30'C sous agitation 150 tr /min pendant 24

heurs.

I1.2.12. Extraction du biosurfactante

Généralement ’extraction du biosurfactante est utilisée pour éliminer les
composés hydrophiles qui constitué dans le produit. Les solvants individuels ou
mixtes les plus employés sont : Acétate d’éthyle, chloroforme/méthanol (2/1),

butanol, hexane et acide acétique .

L’extraction a été effectuée aprés 48 h d’incubation lorsque la production est
maximale dans le surnageant (Mesure de DDP), le milieu de culture a été centrifugé a

4000 tr /min pendant 20 min afin d’éliminer la biomasse.
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Ce dernier est filtré et acidifié¢ 4 un pH=2 avec la solution d’HCI (2 N).Ensuite,
il est laissé au repos une nuit a 4 °C, le précipité est récupéré par centrifugation et

remis en solution dans un tampon pH=8.

L’extraction liquide liquide a été réalisée en utilisant le solvant 1’acétate
d’éthyle (v/v) pour les biosurfactantes produite par la bactérie et le champignon el

chloroforme/méthanol (2/1) pour qu’est produite par streptomycéte.

La phase organique ainsi obtenue contenant le biosurfactante, séchée par

I’évaporateur rotatif a 40.

I1.2.13. Spectroscopie FTIR

Les absorptions dans I’infrarouge permettent de déterminer la présence de
groupements et fonctions au sein d’une substance inconnue, 3 1’aide de tables de

corrélations. [60]

La méthode utilisée est celle de la pastille de bromure de potassium (KBr),
pour les échantillons solide, 1 mg de biosurfactants sec est broyé avec 100 mg de
KBr, le mélange homogéne est placer dans un dispositif spécial permettre la

réalisation d’une pastille circulaire translucide sous haut pression.

Par contre les échantillons huileuses, la pastille du KBr formée vide puis on
prend une petite quantité du biosurfactante & I’aide d’une pipette Pasteure et on se
dépose sur la pastille qu’été ensuite analysée a l'aide d'un appareil de type JASCO
FT/IR.

Les spectres d’absorption infrarouge ont été mesurés entre 400 et 4000 cm™ et

enregistrés. Le Logiciel Specamp a été utilisé pour le traitement des spectres obtenus.
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ITI.1. Identification phénotypique des souches bactériennes

III.1.1. Etude morphologique et observation microscopique

L’observation microscopique a été réalisée aprés coloration de Gram au
microscope optique a I’objectif & immersion (G*40), les résultats obtenus ont montré

que les souches sont des Bacillus ou bien Staphylococcus a coloration de gram

positive.

L
!
.F
i
B

Figure n° 06 : Observation microscopique des cellules bactériennes aprés fixation

(coloration de gram)

Etudes physiologiques

Les testes physiologique utilisées dans notre étude sont le teste de catalase et

le teste de mannitol-mobilité
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Teste de catalase

D’apres la Figure n°® 07 nous remarquons que le résultat du test catalase est
positif pour tout les bactéries , il est basé sur le dégagement immédiat de bulles

gazeuses qui est du 4 I’élimination du peroxyde d’hydrogéne issue de la voie

respiratoire oxydative par I’enzyme catalase.

Figure n° 07: Résultats du test de catalase pour quelque souches bactérienne
Teste de Mannitol-mobilité

Une bactérie est dite mobile quand on voire Envahissement du milieu, les
souches bactérienne sont ensemencé par piqiire centrale a ’aide d’un fil droit et
incuber pendant 24 h a la température adéquate, les résultats obtenue montrent que la

collection des souches bactérienne est mobile.

Figure n° 08: résultats de teste de mannitol-mobilité de quelque souches
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III.2.Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de nos souches a été mise en évidence par la
technique des cylindres d’agar. Cette technique est une méthode de diffusion en
milieu gélosé. Elle nous a permis de détecter I’effet inhibiteur des souches envers les

bactéries-tests utilisées [61]

La croissance de la bactérie-test ensemencée sur la gélose, permet aprés
incubation, de déceler la présence d’une substance inhibitrice et cela par 1’apparition
d’une zone translucide au niveau de la zone de diffusion, alors que partout ailleurs, le

développement du microorganisme est visible.

Le choix du milieu Muller Hinton a été dicté par sa spécificité et sa richesse
permettant une bonne croissance aux bactéries-tests et offrant des résultats claires

grace a sa limpidité.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau n°l1, tableau n°2,

tableau °3 pour les bactéries, streptomycétes et champignons respectivement.

Tableau n° 01 : les résultats de 1’activité antimicrobienne des souches

bactériennes

Ba.sub | Staph | micro | E.coli | Sacca | Pseudo | candid | salmo | LM
IR - . = - | - - / /
2R - + + - - + - - -
2R | - . - | = | ¢ ; : " /
3R - - - - / - - - /
3’R - - + + + + + - -
K4 - - + - / - - - /
£4 | - - - -1 ; : . /
5R | - : - - ; = . /
6 R - - - - / + - - +
7R + - + + + - + - +
8 R + + - - + + - - -
9R - + - - + + - - -
2R | - ; ; - | . - / /
14R + - - = = = - - B
16 R + + - - - - - / =
17R + - o5 + + 4 .3 + 4
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17°R|  + -+ + + + 4= + + 4+
18R = = - - - - = N -
21 R + - = = - - - 4
23R + - - + - - - = =

+: présence de I’activité antimicrobienne des souches bactériennes

- : absence de I’activité antimicrobienne des souches bactériennes.

L’activité antibactérienne différe d’une bactérie a I’autre et il difféere d’une

bactérie test a ’autre.

Ces variations de résultats s’expliquent par le fait qu’une bactérie peut
produire plusieurs types de molécules antibactériennes dont la nature dépend de la

composition et la concentration des composants du milieu de culture

On peut constater d’apres les résultats représentés dans le tableau n® 01 que les
bactéries 3’R, 7 R, 17R et 17" R ont une activité antimicrobienne contre la majorité

des bactéries-teste.

La différence en composition de la paroi entre les bactéries a coloration de
Gram positive et négative peuvent étre responsables de leurs différences de

sensibilité, les autres souches restantes ne montrent pas une importance activité .

Du point de vue qualitatif la souche 17°R est la meilleure en ce qui concerne
la variété de leurs molécules bioactives (ihibant tout les bactéries-tests) : Gram+
Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus
luteus ATCC 14110, Listeria monocytogenes ATCC 49594 et Gram- Pseudomonas
aeroginosa ATCC 25843, Escherichia coli ATCC 25922, salmonella enterica ATCC
14028 et les levures Candida albicans ATCC 10231 et Saccharomyces cervisiae
ATCC 9763

La souche 17R active contre tout les bactéries-tests sauf Staphylococcus
aureus ATCC 25923

En troisiéme position la souche 7R a inhibée la majorité des bactéries-tests de
Gram+ : Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus Iuteus ATCC 14110 et Listeria
monocytogenes ATCC 49594 par contre elle inhibé juste Escherichia coli ATCC

25922 comme bactéries a Gram- .
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On peut constater d’aprés les résultats précédente que les deux souches
bactérienne 17 R et 17°R sont les meilleur souches productrices des métabolites

secondaire

Tableau n° 02: les résultats de 1’activité antimicrobienne des streptomycétes

Ba.sub | Staph Micro E.coli Pseudo | candida | Ba.ceru | saccaro
K1 - - + = = = = ~
AARI1 - - + - = = = -
AAR2 - - i - - - - .
AAZ3 - - - - - - - -
AAZ9 - - - - - - - -

+: présence de I’activité antimicrobienne des streptomycétes
- : absence de D’activité antimicrobienne des streptomycétes

Les actinomycetes appartenant au genre Streptomyces sont connus comme
¢tant de grands producteurs d’antibiotiques, pour mettre en évidence les activités
antimicrobiennes des cinq souches étudiées, il est nécessaire de les cultiver sur le
milieu de culture ISP 2 pour streptomycétes puis les mettre en présence des divers

microorganismes-tests.

D’apres le tableau n° 02, les isolats K1, AAR1, AAR2 ont montré une activité
antibactérienne contre Micrococcus luteus ATCC 14110, les autre souches ne sont

pas actives contre des bactéries testé.

La zone d’inhibition la plus grand a été obtenu par la souche AAR2 contre
Micrococcus luteus ATCC 14110.

Comme il est connu, les streptomycétes ont une grande production des
métabolites secondaires, notre résultats montre que les souches n’ont pas une activité
antibactérienne, dans ce cas la on est besoin de suive la cinétique de la production des
métabolites secondaires pare-ce-que on ne c’est pas quelle jours d’incubation se fait
ils, aprés 1, 2, jusqu’a 14 éme d’incubation et on va utilisée déférentes milieux de

culture (optimisation du milieu de culture et le temps)
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Figure n® 09 : Activité antibactérienne des souches K1, AAR1, AAR2, AAZ3, AAZ9
contre Micrococcus luteus ATCC 14110,

Tableau n° 03 : les résultats de I’activité antibactérienne des champignons

Ba.sub | Agro E.coli Pseudo | Staph LM
CAR 2 - - - - - -
CAR 7 - + + - I R
CAR 8 - - = - - -
CAR 9 - - - - + -

d’apres les résultats représentés dans le tableau n°03, le champignon CAR7 a
une activité antimicrobienne contre les souches pathogéne a Gram —
suivante :Agrobactérium  tumefacienset ATCC 23308, Escherichia coli ATCC
25922et Staphylococcus aureus ATCC 25923 bactérie a Gram +

Figure n° 10 : Activité antibactérienne des champignons CAR2, CAR7,
CAR 8 et CAR 9 contre les bactéries-testes
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IIL.3. Mise en évidence de ’activité protéolytique

Tableau n° 04 : les résultats de I’activité protéolytique des bactéries

protéolytique

24 H 120 H
1R - # /
2R ++ 1.18 2.07
2 ‘R ++ 1.24 3.3
3R + 1.8 1.9
3’R ++ 1.38 2.13
K 4 - / /
K’ 4 - / /
5R - / /
6R - / /
7R ++ 1.04 1.11
8 R + 1.13 1.66
9R ++ 1.18 1.89
I0R + / /
11R + / /
12R - / /
14R ++ 1.35 1.74
16 R + 1.25 1.71
17R ++ 1.10 1.33
17“R ++ 1.07 1.95
18R ++ 1.15 1.25
19R - / /
21 R - / /
23 R + 1.09 1.37

+ : présence d’activité protéolytique des bactéries
++ : Fort activité protéolytique des bactéries

- : absence d’activité protéolytique des bactéries

L’activité protéolytique des souches bactériennes se fait dans Le milieu GNL
qu’est préparé et autoclavé puis coulé dans les boites de Pétri, on met une piqire
centrale des bactéries dans ce milieu et I’incubée a 30° C pendant 24 a 48 heures et
on peut aussi suivre la cinétique.

Apreés incubation, la présence d’un halo transparent dans le milieu indique que

la sécrétion des protéases par les souches et I’hydrolyse des protéines du lait se fait.

Le diametre d’inhibition est mesuré en centimétre, moyennant une régle
graduée, ’absence de I’halo claires autour les piqiires centrale, indique un résultat

négatif, plus cette zone est grande, plus l'activité protéolytique est importante.
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D’aprés le tableau suivante, on voir que les souches 2R, 2’R, 3R, 3’R, 7R,
9R, 14R, 16R, 17R, 17°R, 18 R et 23R possédent un caractére protéolytique, le

diamétre de I’halo est croitre en fonction de temps

Figure n® 11 : Activité protéolytique des quelques souches bactérienne

Pour les streptomycétes, on ensemence les souches sur le milieu GNL, aprés

incubation on voire les résultats suivante :

Figure n° 12 : Activité protéolytique des streptomycétes K1, AAR1, AAR2,
AAZ3 et AAZ9

D’aprés les résultats, les souches K1, AARI, AAR2, AAZ3 et AAZ9 ont un

pouvoir protéolytique trés intéressant, elles fessant I’hydrolyse des protéines du lait
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II1.4. Mise en évidence de I’activité émulsifiante

II1.4.1.

biosurfactant

Sélection de la meilleure souche bactérienne

productrice de

La cinétique de croissance des souches sur milieu MM additionné de 500p1 de

HO, HT et P comme sources des carbone a été suivi par le test de déplacement

d’huile en mesurant le diameétre de déplacement du pétrole ce qui nous a permis de

tracer les diagrammes représentées par les Figures 13, 14 et 15.

Le déplacement d’huile est une technique rapide et efficace pour la détection

de la production du biosurfactant, I’activité a été observée chez nos souches par

’apparition d’une zone claire a la surface d’huile-eau.

Les résultats obtenus (Tableau n® 05 ) montrent que les souches 2R, 3°R, 8R,

9R, 14R et 21 R possédent un potentiel producteur de biosurfactant trés intéressant

avec I’huile de table comme une source de carbone et les bactéries 3°R, 8R, 9R, 17R,

17°R, 18R et 21R avec I’huile de table comme une source du carbone

Tableau n° 05 : Sélection de la souche productrice de biosurfactant basée sur

le test de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de

temps.
Temps t=Oh t=24h t=48h | t=72h | t=140h
Source Diameétre de la surface halo clair (cm)
de carbone
témoin HO 2.5 4.5 4.5 4.5 4.5
HT 1.5 4 1.5 - 3
P 0.5 1 1.5 L5
IR HO 0.5 0.5 2 24 2
HT 0.5 0.5 1 2 7.5
P 0.5 0.5 1 1.3 2
2R HO 3 2 L5 1
HT 0.5 8 8 8 6
P 1.8 4 5 2.6 2
2‘R HO 1.5 3 1 1 0.5
HT 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
P 0.5 0.5 1 0.5 0.5
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3R HO 0.5 3.5 3 2.3 1.5
HT 0.5 15 1.5 0.5 1.5
P 0.5 25 3 3 2.5
3’R HO 4 7 8 8 8
HT 0.5 8 7.5 7.5 7
P 3 7 7.5 33 2.5
K4 HO / f g / /
HT 1 1.3 7 8.5 8.5
P / / /
K 4 HO / / /
HT 0.5 0.5 7.5 8 8.5
P / / / / /
5R HO 0.5 0.5 0.5 1 0.5
HT 0.5 2.5 2 T 7.5
P 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
6 R HO 0.5 6 5 4.5 3
HT 0.5 1.5 2.5 1 8.5
P 0.5 0.5 1 2 1.5
7R HO 2.5 3 3.5 5 3
HT 1.5 3 25 4 3.5
P 0.5 2 2.5 4 3
&R HO 3 7 8 8 7
HT 0.5 8 7.5 7.5 7
P 0.5 1 1.5 3 2
9R HO 2.5 7 8 75 7
HT 1 8 8 73 7.5
P / / # / /
I0R HO 0.5 0.5 1 2.5 )
HT 1.5 5 5 (] 6.5
P 0.5 0.5 1 2 1.5
I11R HO 0.5 2 1 2 3
Hi 1.5 2 1 2.5 3
P / / / /
2R HO / / / /
HT 1.5 1.5 1.5 2 L5
P / / / / /
14R HO 3.5 4.5 7.5 7.5 7
HT 1.4 1 1 3 1
P 0.5 2 1.5 0.5 0.5
16 R HO 4.5 3 3 1.5 3
HT 1 2 1 0.5 0.5
P 0.5 1 1.5 2 1.5
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17R HO 2 6.5 6.5 6.5 6.5
HT L3 3.5 2 2 6
P 0.5 2 3 3 3
17°R HO 2 6.5 6.5 6.5 6.5
HT 1 223 2.5 3.5 >
P 0.5 2.5 3 3 3
18R HO 33 1.5 6.5 7 6.5
HT k5 3 2 0.5 3
P 0.5 0.5 1.5 = 1.5
I9R HO 3 7.5 3 3 7.5
HT 2 3 2:5 2.5 4
P / / / / /
21R HO 3 8 6.5 8 F
HT 1.5 6 6 8 6.5
P / / / / /
23R HO 3.5 3.5 25 0.5 0.5
HT 0.5 2.5 1 0.5 0.5
P 0.5 0.5 13 2.5 1.5

HO : Huile d’Olive

HT : Huile de Table

P : Pétrole
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Figure n° 13: les diamétres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec I’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps
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Figure n° 14: les diamétres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec I’huile de table comme source de carbone en fonction de temps
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Figure n° 15 : les diametres de déplacement d’huiles des déférentes souches
bactériennes avec le pétrole comme source de carbone en fonction de temps
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L’eétude de la capacité productrice de biosurfactant par les souches
bactériennes avec déférentes sources de carbones est basée sur la mesure du diameétre

de la surface halo claire (test de déplacement de pétrole).

Les reésultats expérimentaux montrent que la plus grande production de
biosurfactantes avec 1’huile d’olive est obtenue aprés premier jour d’incubation pour
les souches 6R, 17R, 17°R, 19R et 21R, les valeurs des diamétres de la surface halo

clair sont : 6, 6.5, 6.5 ; 7.5, 8 respectivement

Dans le deuxiéme jour d’incubation, les souches 3¢ R, 8R, 9R et 14R attendre

leur maximum de production avec un DDP de 8, 8, 8, 7.5 respectivement.

Par contre quand a utilisé I’huile de table comme source de carbone, la

production maximal variées de premier jusqu'a 4 “™ jours d’incubation sa dépend des
souches, dans le premier jour 2R, 3°R, 8R et 9R ont le maximum de DDP qu’est le

comme suite : §, 8, 8.5, 8.

K’4 et K4 ont un diamétre de 7.5 et 7 dans le deuxiéme jour, 5R, 7R, 10R et
21R dans le 3 *™ jour ont le maximal de production et les souches 6R, 17R et 17°R

sont retardées au 4 “™ jour.

Le pétrole comme source de carbone ne donne pas un grand résultat, en voire

que les souches 2R et 3’R sont les seuls qui donnent DDP élevée de 5 et 7.5.

IT1.4.2. Sélection de la meilleure souche streptomycétes productrice de

biosurfactant

Les résultats obtenu dans le tableau n°® 06 montre que I’huile de table est un

bonne source de carbone pour la production de biosurfactant 4 partir de la souche K1.

La cinétique de production du biosurfactante des streptomycétes sur milieu
MM additionné de 500 pl de huile de table ou huile d’olive comme source de
carbone a €t€ suivi en mesurant le diamétre de déplacement de pétrole en fonction du

temps, ce qui nous a permis de tracer les courbes représentées par les figures 16 et 17.
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Tableau n° 06 : Sélection de la souche productrice de biosurfactant basée sur

le test de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de

temps.
Temps [t=0h |t=24 h |t=48h |t=72h |t=120h | = 192h

Source de carbon

tamoing L DO 0.5 2 1.5 2 3.5 3
HT 0.5 0.7 1 15 1.5 1

K1 |HO 1 5 3 25 1 1.5

HT 0.5 6 75 7 6 75

AAR1 |HO 15 3 3 25 2 6
HT 0.5 3 1 1.5 1 15

AAR?2 |HO 05 0.5 1 2 25 35
HT 0 0 0 0.5 15 2

AAZ3 | HO 15 35 3.1 5 25 2
HT 0.5 25 3 55 35 35

AAZ9 |HO 05 5 2 15 1 1
HT 0.5 0.5 0.7 1 1 45

HO : Huile d’Olive

HT : Huile de Table

On peut constater d’aprés les résultats précédents que la souche K1 posséde un

grand potentiel producteur de biosurfactant avec ’huile de table comme une source de

carbone

8
7
6

——K1
- =—=AAR 1
4 AAR 2
3 AAZ3
2 =3i=AAZ 9

Temoin

1
0 +—— -

t=0 t=24 h

t=48 h

t=72h

t=120 h

t=192 h

1 Figure n° 16 : Cinétique de production du biosurfactant par les streptomycétes

avec I’huile de table comme source de carbone en fonction de temps
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La courbe représentée dans la figure 16 montre que la souche AARI fait la
production dans le 1 * jour d’incubation mais une quantité faible, K1 produite la
biosurfactante dans le deuxiéme jour d’incubation, et la souche AAZ9 dans le 3 éme

jour.

Les autres souches AARI et AAR2 ont des diamétres de DDP faible par

rapport les autres souches sa pour ’huile de table comme source de carbone

7
6
> ——K 1
4 =f—=AAR 1
AAR 2

3

=>=AAZ 3
2 ==AAZ 9
1 Temoin
O T T T T T 1

t=0 t=24 h t=48 h t=72h t=120h t=192h

Figure n° 17: la cinétique de production du biosurfactant par les
streptomycetes avec 1’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps

Quad on a utilisé I’huile d’olive comme source de carbone, la souche AAZ9 a
un DDP élevée dans la 1 & 24h, les autre souches aussi ont un maximum de DDP

dans le 1 er jour mais n’est pas élevée comme la 1 * expérience.

On peut choisir la souche K1 comme une souche performante de production de
biosurfactant avec I’huile de table comme source de carbone a cause des résultats
précédentes et d’utiliser cette souche pour la poursuite de travail qui porte la

production de biosurfactant.
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IT1.4.3. Sélection du meilleur champignon producteur de biosurfactant

Tableau n°® 07 : Sélection de champignons producteur de biosurfactant basée
sur le test de déplacement d’huile avec déférentes sources de carbone en fonction de
temps.

champ t=0 t=24h [t=48h |t=72h |t=120h
CAR 2 HO 2.5 7 7.5 7.5 7.5
P 0.5 1.5 2 1 1.5
CAR 7 HO 4.5 7.5 9 8.5 8.5
P 0.5 0.5 1 1 1
CAR 8 HO 5.5 7:3 8.5
P 1 0.5 1.5 0.9 2
CAR 9 HO 5.5 6.5 7 8.5 8.5
P 0.5 0.5 1 7.5
P 0.5 0.3 0.5 1 0.5
HO : Huile d’Olive
P : Pétrole

L’activit¢ émulsifiante des 5 champignons basés sur le test de déplacement
d’huile, ce dernier varié de source de carbone a un autre et aussi en fonction de temps,
les résultats montrent dans le tableau n°7

on traces les courbe de production du biosurfactant par les champignons avec
’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps et avec le pétrole

comme source de carbone en fonction de temps aussi

10
9 P
8 /‘ e
7 ——_
6 L ——CAR 2 HO
= 4
5 // 4 CAR 7 HO
4 V4 CAR 8 HO
p 7 N —— ——CAR9 HO
V \ X
1 Temoin HO
0 : ; :
t=0 t=24h  t=48h  t=72h  t=120h

Figure n® 18: Cinétique de production du biosurfactant par les champignons

avec I’huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps
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Les champignons faire la production maximale dans le 2 éme jour
d’incubation d’aprés le graphe, avec une valeur maximale correspond au CAR 7

ensuit CAR 8, CAR2 et CAR 9 respectivement.

14
12
10
Temoie P
8 ———CAR9 P
6 CAR8P
i AR 7 B
—=CAR2 P
2
0 T T T 1
t=0 t=24h t=48h t=72h  t=120h
L _ S |

Figure n° 19: Cinétique de production du biosurfactant par les champignons

avec le pétrole huile d’olive comme source de carbone en fonction de temps

La courbe représentée dans la figure 19 montre que le champignon CAR9 fait
la production dans le 2 * jour d’incubation mais une quantité faible, les autres aussi
produisant les biosurfactante dans le deuxiéme jour d’incubation mais avec une

quantité faible par rapport celle des produisant par I’huile d’olive.

On peut choisir le champignon CAR 7 comme un bonne producteur de
biosurfactant dans le milieu qu’est cantinant I’huile d’olive comme source de carbone

a cause des résultats obtenue dans le criblage de ’activité émulsifiante.

III.5. Production et extraction des biosurfactants

La structure et les caractéristiques d’un biosurfactant dépendent des conditions

de croissance et de la source de carbone utilisée.

Les résultats montrent que I’huile d’olive présente une bonne production de
biosurfactant avec un grand diamétre de déplacement de pétrole par rapport la
bactérie 17 R et I’huile végétale également utilisée comme une source de carbone de

production par rapport la souche de streptomycétes K1 et le champignon CAR7.
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Le milieu de culture utilisé est MM (dans un litre) de 10 ml d’huile d’olive
I'incubation est effectuée a 30 °C sous une agitation de 150 tr/min pendante 48 heurs

pour la bactérie 17 R

Le milieu utilisé est MM (dans un litre) de 10 ml d’huile de table 1’incubation
est effectuée a 28 °C sous une agitation de 150 tr/min pendante 48 heurs pour le

champignon CAR7 et a 30°C pour la souche K1.

Aprés 48 heures les milieux de production sont centrifugée et filtrée, la

précipitation a été acidifier 4 pH final de 2 par une solution de HCI (2N).

Le surnageant a €t laissé au repos pendant une nuit a 4 °C, puis il remit en

solution dans un tampon 4 pH 7,2, Enfin, le précipité a été récupéré par centrifugation

L’extraction de biosurfactant de la souche K1 a été effectuée a I’aide d’un mélange
de solvant chloroforme: méthanol (2:1, v:v). La phase organique ainsi obtenue,
contenant le biosurfactant, a été séchée par I’évaporateur rotatif, puis le précipité a été

considéré comme un biosurfactant brut .

L’extraction de biosurfactant de la souche 17 R et le champignon CAR7 a été
effectu¢e a I’aide du acétate d’éthyle , la phase organique a été séchée par rotavap

pour obtient le biosurfactant brut .

IIL.5. Spectre de FTIR des biosurfactants

La spectroscopie d’absorption d’infrarouge permet de connaitre la nature des

différents groupements chimiques présents dans le biosurfactant.

L’analyse des spectres d’absorption FTIR (enregistrés en transmittance) a permis

d’identifier quelques bandes d’absorption présentes dans un spectre d’infrarouge.
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Figure n° 20: Spectre de FTIR du biosurfactant de la souche 17 R

La bande située a 1700cm-1 correspond aux vibrations d’élongation des
liaisons C=0.

Une bande située a 1400 cm-1 corresponde au liaisons O—H.

les bandes situées entre 607 et 980 cm-1 sont affectées aux

vibrations des liaisons : -CH2— de longue chaine dans les alcanes.

T T T T T T T T T T T T T T T T 7 —p—
3800 2800 3400 3200 3000 2500 2500 2500 2200 2000 1800 1500 1400 1200 1000 800 €00 0
Nombre donde (en 1/om)

Figure n° 21: Spectre de FTIR du biosurfactant de la souche K 1

une bande de haute absorbance située a 1743 cm-1 correspond aux vibrations
d’¢€longation des liaisons C=0 dans les esters, les aldéhydes ou 1’acide
carboxylique, 1’absorbance dans cette région signifie la présence de

groupement carbonyle .
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- Labande située a 1372 cm-1 est due aux vibrations de déformations du
groupe —CH2 dans les esters carboxyliques : (—(CH2)-COO-).

BB YBYREEE LS
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Figure n° 22: Spectre de FTIR du biosurfactant de champignon CAR 7

— La bande située a 1747 cm-1 correspond aux vibrations d’élongation des
liaisons C=0 dans les cétones.

— La bande située a 1377 cm-1 est due aux vibrations de déformations du
groupe —CH3 .

— La bande de forte intensité située a 1240 cm-1 est attribuée aux vibrations

d’élongation des liaisons dans O—C dans les acides carboxylique.
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Conclusion générale

Conclusion générale

1\

Le présent travail a été consacré a [’étude des activités microbiennes des
souches d’origines marines (bactéries, streptomycétes et champignons), nouvellement
isolée a partir des deux algues brune et rouge Zonaria tournefortii et Asparagopsis

armatarécoltée au niveau de la Corned’Or a Tipaza.

Le criblage par les activités microbiennes : antimicrobienne, protéolytique et
émulsifiante des souches microbiennes isolées a permis de sélectionnez les souches
performantes qui sont produise les antibiotique, protéase et la production de

biosurfactante.

Les résultats obtenus ont révélé que la production de biosurfactant dépend de
plusieurs paramétres comme le genre de microorganisme et la nature de substrat

carboné, cette derniére peut diminuer considérablement le cofit de production

L’analyse chimique des biosurfactants produites a ét¢ analysées par FTIR .Les
spectres obtenu a permis de savoir les principales fonctions existant dans notre

Boisurfactants
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Annexe 01 : appareillages
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Annexe 02 : les résultats d’activité antimicrobiennes des souches AAR1, AAR2,
K1, AAZ3et AAZ9 contre les bactéries_teste




Annexe 03 : les résultats d’activité antimicrobiennes des souches bacteriennes







