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Les biosurfactants sont des tensioactifs synthétisés par une grande variété de
micro-organisme connus, comme les bactéries, les levures et les moisissures. Chez les
archaebactéries, la production des biosurfactants est moins rencontrée. Les
biosurfactants a l‘opposé des surfactants chimiques sont facilement produits par ces
mémes micro-organismes. lls sont biodégradables.

L utilisation des archaebactéries (halophiles extrémes) en bio-industrie a ouvert la
voie vers des biotechnologies futures génératrices de molécules actives et hautement
stables dans des conditions extrémes de pH, de temperature, de salinité. Ces molécules
peuvent dtre utilisées dans plusieurs domaines (pétroliers, pharmaceutiques,
alimentaires, agronomiques et chimiques) tels que la production de biosurfactants.

Dans notre étude, 'utilisation des eaux de gisement pour lisolement des bactéries
halophiles strictes n‘est pas fortuite. Ces eaux sont un milieu naturel extréme, chargees
en sel et contiennent une grande proportion d’hydrocarbures. Les souches bactériennes
isolées de ce milieu y se sont adaptées.

La production des biopolymeres réalisée sur ce type de milieu riche en
hydrocarbures et en sels, s’est révélée positive par les bactéries isolees. Ces polymeres
ont montré une activité émulsifiante. L'activite émulsifiante des biopolymeéres produits
apparait a partir du troisieme jour (la tension superficielle (d) égale a 35,4 mN/m a
25°C). Aprés leur culture sur gasoil, une diminution de la tension superficielle du milieu
est obtenue a partir du deuxieme jour de culture (0 égale a 26,2 mN/m a 262@)s:Ge
résultat est original puisqu’il n‘a pas été cité dans la littérature. De plus, ce produit reste
stable pendant toute la durée de la culture bactérienne.

D’autre part, la chromatographie sur couche mince des biopolymeres produits par
nos bactéries a révele des compositions biochimiques trés variées. Selon le microganisme
producteur, la révélation chimique des spots migrants a montré la présence de
lipoprotéines .

Mots clés: biosurfactant, halobacteries, tension superficielle, activité émulsifiante et
chromatographie. :



Les surfactants chimiques sont des composés
tensioactifs ou agents de surface, ont, du fait
de leur structure, la propriété de s’absorber
aux interfaces et donc de diminuer les
tensions superficielles ou inter faciales des
milieux. Ils ne sont pas de dérivés du pétrole,
ils sont rapidement produits par les micro-
organismes, ils sont biodégradables et plus
acceptés écologiquement (1). Le surfactant
microbien ou biosurfactant est produit par
une variété de micro-organismes telles que
les bactéries, les levures et les moisissures
(2). Selon plusieurs auteurs, les
biosurfactants sont des polyméres de nature
biochimique ayant une structure complexe.
Ils sont des produits microbiens
extracellulaires. Ils peuvent étre excrétés
dans le milieu de culture ou restent attachés
la surface cellulaire (3) (4). L'intérét de
I'utilisation des bio surfactants, vient de leur
propriété inter faciale qui une conséquence
de leur structure moléculaire, ils sont des
composés amphiphiles (ayant un pole
hydrophile et un pole hydrophobe), qui leur
conferent un pouvoir émulsifiant
extraordinaire (5, 6) qui permet la dispersion
des particules d’hydrocarbures dans l'eau et
la diminution de la tension inter faciale. La
tension superficielle de l'eau pure est 72,80
mN/m a 20°C et en présence dun
biosurfactant, elle peut atteindre
approximativement une valeur de 28 mN/m
(1). Ainsi la partie hydrophile du
biosurfactant peut étre constituée de mono,
oligo ou polysaccharides, aminoacides ou
peptides, -ou groupe carboxylate ou
phosphate. Tandis que la partie hydrophile
est composée d'un acide gras hydroxylé
saturé ou insaturé, ou d'un alcool gras (6).
Les biosurfactant présentent plusieurs
avantages par rapport aux surfactants
chimiques, ils sont peu toxiques (7),
biodégradables (8), avec une meilleure
compatibilité avec I’environnement (9),
présentent un pouvoir moussant trés
important (10) et une activité spécifique a
des températures, pH et salinité extrémes
(11), (12), ils peuvent étres produits sur des
sous produits agro-alimentaires bon marché
(13). Dans les milieux de culture, les
hydrocarbures sont souvent utilisés comme
substrat ou source de carbone afin de
stimuler la production des biosurfactants
(14), | ‘objectif de cette étude se consacre 3
la production de biosurfactant par une souche
bactérienne halophile extréme, en milieu
liquide, la détermination de [lindex de
I"émulsification et I’'abaissement de la tension

superficielle des biosurfactants produits sont
recherchés et suivis dune caractérisation
partielle des biosurfactants produits.

MATERIEL ET METHODES

Microganisme. La souche D21 utilisée
dans cette étude est isolée a partir d’'une eau
de gisement de pétrole de la région de
Ouargla (sud d’Algérie). L'isolement a été
effectué au niveau du centre de recherche et
de développement de sonatrach. Selon le
Bergy’s manuel (15), cette bactérie
appartient a la famille des Halobacteriaceae
du groupe des Achea. La souche est
conservée en tube incliné a 4°C est repiquée
chaque mois.

Milieux de culture. Cette souche est
isolée en utilisant le milieu S-G [composé en
(g/1) : 250g NaCl, 2g KCI, 20g MgS0O, x 7H,0,
10g casaminoacides, 7,5g extraits de levures,
3g citrate de sodium ; Sehgal et Gibbons,
1960. La composition des milieux de culture
liquides utilisée pour la production des
biosurfactants est donnée dans le tableau 1

Tableau 1. Composition des milieux de culture
utilisés pour la production de biosurfactants

Composant du milieu M1 M2 M3

(9/1)

NaCl 250 . 250 . 250
KClI 2 2 2
MgS04x 7H20 20 20 20
Casaminoacides 10 10 10
Extraits de levures 7.5 75 7:9
Citrate de sodium 3 3 3
Gasoil (%, vol/vol) 0 0,2 0
Pétrole brut 0 0 0,2

(%,vol/val)

Conditions de culture. Aprés revivification
de la souche D21 en milieu solide, elle est

ensemencée dans un erlenmeyer de 100 mL

contenant 10 mL du milieu de culture liquide,
lincubation de la préculture se fait & 40°C,
pendant 3 jours, sous une agitation de 150
rpm, la préculture obtenue sert d’inoculum
d’une culture en erlenmeyer de 500 mL,
remplit au dixieme de milieu liquide,
lincubation de la préculture se fait & 40°C,
pendant 10 jours, sous une agitation de 150
rpm.

Test d’émulsification. Le test consiste a
meélanger dans un tube & essai, 4 ml d’eau
distillée avec 6 ml de kéroséne (ou autre
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liquide immiscible & I'eau). Le mélange est



agité a l'aide d'un vortex, aprés une heure, la
proportion de la phase kérosene émulsifiee
est comparée au volume total de kérosene
ajouté. La production des biosurfactants par
la souche D21 est recherchée en mélangeant
2 mL du molt de fermentation avec 2 mL
d’eau distillée et 6 ml de kérosene, le méme
test en tant que témoin est refait avec la
méme quantité de milieu de culture non
inoculé. L'index d’émusification est calcule
par le rapport de la hauteur de l’émulsion
formée sur la hauteur totale multipliée par
100 (16).

Mesure de la tension de surface. La
tension de surface est mesurée a 25 ° C par
un tensiometre (modele 21 ; FisherScientific
“Pittsburg, Pa.), le molt de fermentation est

séparé des hydrocarbures ajoutés, la
présence de Ces derniers affecterait la
lecture(16)

Extraction des biosurfactants. Les

biosurfactants sont récupérés du molt de
fermentation par la technique modifiée
utilisée par Horowitz et al. (17)-(18);de moaQt
de fermentation est sépare des
hydrocarbures ajoutés. Les cellules sont
séparées du molt de fermentation par
centrifugation (6300 rpm, 10°C, 15 min). Le
surnageant (2 mL est acidifié a pH 2 par
I'ajout du HCI concentré), le précipité formé a
4 °C et récupéré apres centrifugation (6300
rpm, 4°C, 20 min) avec ajout de 1mL d’eau
acidulée (HCl, pH 2). Les biosurfactants sont
récupérés avec un mélange de chloroforme-
methanol 2 :1 (2-3 mL). La phase organique
est concentrée est analysée par
chromatographie sur couche mince.

Chromatographie sur couche mince. La
chromatographie unidimensionnelle (TLC) est
utilisée avec du silicagel (Si 60 Fisa, 0,2 mm,
Merck). Le concentré est dissout dans du
chloroforme ensuite spoté sur une plaque de
gel de silice de format (20 x 20 cm) par
petites fractions, 3 l'aide d’une seringue, puis
séchés sous courant d’air froid. Le systeme
solvant éluant est composé de chloroforme-
methanol-acide acétique avec des proportions
variables. Les spots sont visualisés apres la
pulvérisation de réactifs de révélation. :(acide
sulfurique-methanol, 5:85) suivi d'un
chauffage a 125°C, la ninhydrine et la vapeur
diode sont également utilisées pour la
détection des spots.

RESULTATS ET DISCUSSION
Description de la souche. les cellules
sont pigmentées, pléomorphiques, les
batonnets mesurent 0,5-1,5 X 2-8 ym, les
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cocci mesurent 1,25-2 pm de diametre, les
cellules sont G~ et immobiles, la température
optimale de croissance est de 40 °C; - cette
bactérie peut croitre en milieu saturé en sel,
I'optimum de croissance est compris entre
[3,5 - 4M] de NaCl, le pH optimum de
croissance est compris entre pH 9-11

Propriétés émulsifiantes et index
d’émulsion. Ce test préliminaire nous
renseigne sur |'aptitude d’un microganisme a
produire des émulsifiants, il est a la fois
qualitatif et quantitatif, la phase du milieu et
une phase d’émulsion dont la hauteur différe
d’un milieu & un autre. Des résultats positifs
ont été obtenus dans tous les cas étudiés.
De nombreux chercheurs ont observé que
lors de la fermentation, I’émulsion de
I'nydrocarbure dans 'eau est lice a la
présence de biosurfactants produits par les
cellules bactériennes dans le mo(t (11, 14).

Tableau 2 : Rendement du test
d’émulsification

% de kérosene %kérosene de
Milieu dans la phase la phase
émulsifiée émulsifiée
M1 97% 76%
M2 98% 80%
M3 95% 60%

D’aprés le tableau 2, nous constatons que le
milieu M2 présentait un meilleur rendement
en agents émulsifiants 80% comparé aux
milieux M1 et M3. (19) obtiennent des
valeurs proches (75%); =€n provoqguant
I'émulsion du milieu de culture avec du
kéroséne, le biosurfactant produit dans cet
exemple est une mannoproteine élaborée par
Saccharomyces cerevisiae. Par ailleurs,
|’absence des hydrocarbures dans le milieu
M1 n‘a pas empéché la production agents
émulsifiants, le rendement est tout de meme
important. D’aprés Boudour et al (16), des
rendements semblables ne s‘obtiennent
qu’apres purification des biosurfactants. Par
ailleurs, la présence du gasoil dans le milieu
M2 a probablement favorisé la production des
biosurfactants. La croissance des
microorganismes  sur des hydrocarbures
stimule la production des biosurfactants
extracellulaires. (5, 21). DDans certains
travaux, il a été signalé que les halobactéries
produisaient des exopolysaccharides (EPS)



qui ont d’excellentes propriétés rhéologiques
et résistent aux températures, salinités et pH
extrémes. Ces métabolites sont "utilisés en
tant qu‘agents émulsifiants et surfactants et
ont une large application dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques (17, 22).
Par  ailleurs, "“ilF "‘faut “ neter " que:“les
biosurfactants produits sont parfois instables
a l'effet du sel, par exemple, la concentration
de sel rendant instable les mannoproteines
élaborées par Saccharomyces cerevisiae est
de 5% (19). Un nouveau biosurfactant de
nature lipopetidique est produit par une
espece halotolérante de Bacillus licheniformis,
cette espéce ne peut supporter qu’une
concentration de 13% NaCl (23). Par contre,
les biosurfactants produits par la bactérie
halophile D21 ont été obtenus dans des
conditions de salinité tres élevées
(saturation), ce qui leurs confére une
importance majeure dans les applications
industrielles agro-alimentaires et dans Ia
récupération du pétrole.

Mesure de tension superficielle. Le suivi
de I’évolution de tension de surface au cours
des différentes fermentations réalisées en
présence des différents milieux M1, M2 et M3
(Fig.1A), nous a permis de noter que la
valeur de la tension de surface a temps ty,
est variable d’'un milieu a un autre(Fig.1B),
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légére  augmentation de _la~ -tension
superficielle a partir du cinquiéme jour
jusqu’a la fin de fermentation. De nombreux
chercheurs ont observé que lors de Ia
fermentation, I’émulsion de I’'hydrocarbure
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elle varie de 40 mN/m a 49 mN/m (milieu M3
additionné de pétrole brut).

D’aprés Kretschmer et al (24), la présence
des électrolytes et des sels dissous
augmenterait d’une maniere proportionnelle
les valeurs de tension de surface dans les

milieux aqueux, ce qui expligue cette
variation, les inocula des précultures utilisés
pour l'ensemencement présentaient

probablement des concentrations en sels
(NaCl) dissous variables. La réduction de la
tension de surface est due a la force
d’adsorption du biosurfactant a l'interface air-
liguide. De plus, les biosurfactants ont une
structure  moléculaire particuliere (pdle
hydrophile et lipophile), qui leur conferent un
pouvoir émulsifiant important (22, 25 ). En
absence d’hydrocarbure (milieu M1), Ia
tension de surface passe de 40,3 a 26,2
mN/m dés le troisieme jour, ensuite
augmente en fin de fermentation. Par contre,
en présence du gasoil (M2), la tension de
surface diminue au cours de la fermentation
jusqu’a atteindre une valeur de 26,1 mN/m le
cinquieme jour, cette derniére reste stable et
constante jusqu’a la fin de fermentation, ce
résultat reste élevé en comparaison aux
valeurs de tension de surface obtenues par la
culture de Flavobacterium sp. Strain MTN11
dont vy est egale a 40,7 (16). Concernant le
milieu M3, on remarque une

Lie? doid & b 5ok S0
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l'eau est liée a la présence de
biosurfactant produit par les cellules
bactériennes dans le modt (16,26). Certains
parametres peuvent influer sur les propriétés
du biosurfactant. Selon BANAT et a/ (1997),




la solubilisation des biosurfactants dans l'eau
ou dans les hydrocarbures dépend du nombre
de liaison C -C présentes dans la partie
lipophile de la molécule du biosurfactant. De
plus, La croissance sur hydrocarbure peut
influencer non seulement la production de
biosurfactants, mais aussi la nature du
biosurfactant de la surface cellulaire. De plus,
des conséquences métaboliques de la
croissance sur hydrocarbures sont aussi
observées. En effet le biosurfactant microbien
offre un avantage de survie en émulsifiant le
substrat hydrocarboné et en augmentant la
surface interfaciale entre le micro-organisme
et le substrat. Ceci ne signifie pas que le
biosurfactant est produit seulement dans le
but d’émulsifier le substrat. Dans la plus part
des cas, ils sont les produits normaux
intermédiaires au finaux du métabolisme
microbien.

Chromatographie analytique sur
couche mince. Apres la révélation des
lipides polaires, nous avons utilisé un solvant
de migration composé de chloroforme-
methanol-acide acetique (80:18:2.vo|/vo|)
considéré comme solvant éluant polaire, car
les volumes du méthanol et d'acide acétique
utilisés sont importants Les résultats des
valeurs de R¢ sont donnés dans le tableau 3.
De taches visibles pour les extraits spotés, ce
qui confirme la productio'n de substances
extracellulaires de nature lipidique a affinité
polaire, il peut s'agir de glycolipides,
lipoprotéines ou de phospholipides. Ces
derniers forment les lipides membranaires et
sont produits généralement chez tous les
micro-organismes. Cependant il y a peu
d’exemples significatifs de  production
extracellulaire (26, TEAT

Tableau. 3 : Valeurs de Rf obtenues apres
révélation des lipides polaires

Systeme éluant

Chloroforme
methanol-acide acétique
Révélateur (80:18:2. vol/vol)

Vapeur d’iode

saptnatagis A AOLIEL U T

valeur du R¢

0,62

Selon les auteurs, la composition et le type
de phospholipide produit par les différentes

especes de bactéries, levures et fungi,
dépendent de la source de carbone utilisee et
des conditions de culture de croissance, a
savoir la valeur de pH de croissance (1, 2)-
Quant a la révélation des lipides apolaires,
nous avons varié la proportion des liquides
éluants chloroforme—methanol-acide acétique
(97:2:1. vol /vol), apres observation des
chromatographes, aucune tache n‘a été
décelée aprés migration. Selon les auteurs,
les acides gras et les lipides neutres (mono et
diglycérides) sont retrouvés chez les micro-
organismes et sont souvent des produits
extracellulaires ( 26, 28)les acides gras s€
divisent en quatre groupes (acides gras a
chaine droite ou ramifiée; acides gras
insaturés; acides gras formés d‘un
cycolopropane). La nature des biosurfactants
produits dépend de la nature de la source de
carbone utilisé dans le milieu de culture (22,
29.=30;131):cPar ailleurs, la pulvérisation des
plaques pour la révélation des glucides na
montré aucune tache visible a I'ceil nu, dans
ce cas le biopolymeére produit ne continent
pas de glucides. Par contre la révelation des
protéines s’est montrée positive ( Rt 0,82).
Les taches obtenues de couleur mauve, nous
indiquent  bien qu’il y'ait présence de
protéines, d’acides aminés ou de peptides.
Les molécules peptidigues révélées ont un Rs
important, ce qui implique un poids
moléculaire faible, il s'agir probablement de
peptides polaires. Par ailleurs, on peut
supposer qu'il s’agit d'un lipopeptide Chez a
la bactérie D21, la révélation des glucides
c'est montrée negative, le biopolymére
produit  peut atre composé soit d'un
phospholipide, d'un lipide neutre ou acides
gras ou bien d’un lipoprotéine, la production
d'un mélange varie n‘est pas a exclure.

Il est couramment connu que la plus part des
biosurfactants  sont produits  par des
microganismes sont de nature biochimique
trés variée. La majorité des biosurfactants
sont des glycolipides ils incluent les
rhamnolipides, les trehaloses lipides, and les
sophoroses lipides. Les rhamnolipides sont
produits uniquement par p. aeruginosa (32,
338); Jes trehaloses lipides sont  produits
seulement par un nombre restreints de
genres apparentés telques, Rhodococcus,
Nocardia, Corynebacterium, Tsukamurella,
Gordonia, Mycobacterium, and Arthrobacter,
appartenant tous 3 la division des Firmicutes
(34 35, 36, 37);cles sophoroses lipides sont
produits par quelques espéces du genre
Candida (16). Un nouveau glycolipides appelé
mannosylerthritol lipide est produit les genres



Candida and Ustilago maydis (16). La
seconde classe des biosurfactants qui
comprends les lipoprotéines, constituée de
surfactine, iturine, fengycine et la
lichenysine, produits uniquement par Bacillus
sp. (16). D’autres genres produisant les
lipoprotéines incluant Actinoplanes,
Arthrobacter, Pseudomonas et Serratia (16).
La production des biosurfactants
polymériques est retrouvée chez certaines
especes appartenant  aux  Eubacteria,
Eucaryotes et Archaea constitué des genres
Acinetobacter, Bacillus, Candida, Halomonas,
Methanobacterium, Phormidium,
Pseudomonas, Saccharomyces, and
Sulfolobus (16).
D’autres travaux en cour d’études sont et
seront menés sur la nature des métabolites
produits par la souche D21. Une purification
compléte du biosurfactant est nécessaire
pour déterminer la concentration micellaire
critique (CMC), ainsi qu’une caractérisation
détaillée. En effet, les perspectives de cette
étude montreraient qu’ils pourraient s’agir de
biomolécules différentes de celles déja
connues.
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