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Introduction

Le but de I’industrie agroalimentaire est de produire des denrées alimentaires destinés a
I’homme, mais toujours il y a des restes (sous-produit) non consommables, comme les
éplucheurs des fruits et des 1égumes, la coque des ceufs...... etc. Derniérement les industries
générent des grandes quantités des sous-produits, qui peuvent étre des composés a valeur,
méme le plan d’action de 1I’Union Européenne (UE) pour 1’économie circulaire visant a
réduire le gaspillage alimentaire par la méthode de valorisation (énergétique, en alimentation

animal....... etc. , mais aussi dans la production des biosurfactants.

Ces tensioactifs sont d’origine biologique, synthétisés par les microorganismes
(bactéries et levures) qui poussent sur des substrats variés. Les biosurfactants les plus étudiés

et les plus utilisés sont d’origine glycolipidique et lipopeptidique

Le principal obstacle a [l'utilisation des biosurfactants est le col(t élevé de leur
production. Actuellement, il est possible de les réduire grace a 1’utilisation des substrats moins
couteux a savoir la valorisation des sous-produits et les déchets des industries. Les déchets
agricoles et autres déchets (huile moteur usagée,.....etc.) de diverses industries peuvent étre
utilisés pour réduire le colt de production des biosurfactants d'une part et minimiser la

quantité de déchets a traiter d'autre part

Les recherches dans ce domaine sont augmentées ces dernieres années en raison de son
utilisation dans différents secteurs. Parmi ces secteurs nous citons : l'agroalimentaire, la
cosmétique, la médecine, l'agriculture, les détergents, la fabrication de textiles, le traitement
des métaux, l'industrie pétroliere et la bioremédiation de sites contaminés par les

hydrocarbures, grace a leur capacité d'émulsification et de solubilisation,....... etc.

Dans cette optique notre étude a été menée, Pour cela, ce travail est divisé en deux

parties :
La premiére partie est une synthese bibliographique qui comporte deux chapitres :

Le premier chapitre est consacré aux différentes connaissances relatives au sous-produit
agroalimentaire, leur classification et les méthodes de valorisation. Le deuxiéme chapitre

présent un rappel sur les biosurfactants, leurs classification et domaine d’utilisation.

La deuxiéme partie est réservée aux différentes procédures expérimentales qui sont

subdivisées en deux chapitres : le troisiéme chapitre traite les matériels et méthode utilisé au
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cours de cette recherche tel que la production des biosurfactants sur les substrats agro-
alimentaires, et suivi cette production par quelque test et I’identification des bactéries

productrice de biosurfactants. Le quatrieme chapitre est consacré aux résultats et leurs
discussions.

Nous terminons cette étude par une conclusion suivie par une liste des références
bibliographique et liste des annexes.
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I. Les sous-produits agroalimentaires et les voies de valorisation
I.1. Définition des sous-produits agroalimentaires

L’agroalimentaire signifie un ensemble des activités concernant les produits destinés
(végétaux et animaux) a 1’alimentation humaine (Figure 01). Avec la premiére révolution
industrielle britannique, I’industrie agroalimentaire consiste a la production des produits finis
a partir des matieres brutes, suivit d’une revente au transformateurs secondaires artisanaux

(Martory et Capul, 2005).

Un sous-produit : est un produit résiduel accidentel qui apparait durant le processus de
fabrication, de transformation ou de distribution d’un produit fini. Il peut étre utilisé
directement ou bien constituer un ingrédient d’un autre processus de production en vue de la

fabrication d’un autre produit fini (Chapoutot et al., 2019).

Procédé de
Production

v

Matieres premieres / Matieres auxiliaires

Coproduits Deéchets
Sous-produits .
Produit principale
Clients Produits retournés

Figure 01. Schéma représentatif du processus de la production des produits alimentaire
(Lecompte, 2017 ; Galliard, 2020).
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Un coproduit : est une matiére, qui n’est ni un produit, ni un résidu, ni un deéchet, crée
au cours du méme processus de fabrication et en méme temps que le produit principal. Le
produit fini principal et le coproduit doivent tous les deux répondre a des spécifications de

caractéristiques, et chacun est apte a étre utilisé directement pour un usage particulier

1.2. Classification des sous-produits agroalimentaires
1.2.1. Les sous-produits animaux

Les sous-produits animaux, sont des produits d’origine animale ou d’autres produits
obtenus a partir d’autres animaux (viandes, ceufs, lait...) et les denrées alimentaires dans
lesquelles ces produits sont présents, tels que la soupe de poisson, les biscuits...etc., qui ne
sont pas destinés a la consommation humaine. Ils sont généralement des déchets d’origine
animale mais au méme temps d’anciennes denrées alimentaires. Ils sont classés en 3

catégories en fonction de risques qu’ils représentent

a. Catégorie 1: Ce sont des sous-produits, qui présentent un haut risque pour la santé
publique, ces sous-produits ne doivent pas étre consommé mais ils sont transformés en
combustible et incinéré avec récupération d’énergie de combustion tel que les déchets de

cuisine de table

b. Catégorie 2 :Ce sont des produits de métabolisme animal, ils sont utilisés dans la
production de biogaz (le contenu de I’appareil digestif, poussins mots dans I’ceuf, feetus). Les

risques sanitaires sont moins importants que pour les sous-produits de catégorie 1

c. Catégorie 3: lls présentent un faible risque sanitaire ils peuvent étre utilisés en

alimentation animale, tels que les os, les plumes, le sang, la viande...etc.
1.2.2. Les sous-produits végétaux

La filiére des sous-produits végétaux englobe plusieurs classes :
a. Les sous-produits issus des céréales

Les cannes de mais et les pailles de céréales représentent 90% de gisement de sous-
produits exprimé en matiére seche. Les pailles de céréales sont des aliments qui remplacent

les fourrages grossiers dans 1’alimentation animale
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b. Les sous-produits des fruits et Iégumes

Cette filiére génere des sous-produits nombreux et variées. La majorité d’entre eux est utilisé
pour la nourriture des ruminants avec un intérét alimentaire trés variable. Tels que les sous-
produits de pomme de terre, pulpes crues, pelures...etc. (Figure 02. a). Ces sous-produits sont
utilisés en alimentation animale, ils entrent rarement dans la fabrication d’aliment composé
(Ademe, 2000). Les sous-produits despommes,les noix des pommes, les épluchures...etc.
(Figure 02. b). Ce sont une source végétal plus riche en composés bioactifs qui sont bénéfique

pour la santé humaine (Grigoras, 2012).

Figure 02. Sous-produits des fruits et [égumes,

a. sous-produit des olives (Galliard, 2020), b. sous-produits végétaux (Isara ,2020).
C. Les sous-produits de I’industrie sucriére

Ils sont issus de la fabrication de sucre a partir de betterave, tel que les pulpes de
betterave (Figure 03), ils sont riche en énergie. Ces sous-produits sont utilisés en alimentation
animale aprés valorisation (Ademe, 2000).

Figure 03 : Les pulpes de betterave hydratée (Heuze et al., 2020).
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1.3. Composition des sous-produits agroalimentaires

Les sous-produits agroalimentaires (les noyaux, les épluchures...etc.) sont bénéfique
pour la santé humaine bien que les fruits et les Iégumes lui mémes. On cite la pelure de
courgette qui est intéressante pour les maladies cardiovasculaires, par sa richesse en
potassium, elle présente une excellente digestibilité (Favier et al.,1995) méme dans le
domaine cosmétique, elles sont utilisés, comme les grains de raisin qui sont riches en oméga 6
(Cabanis et al., 1998).

1.3.1. Pelure de pomme de terre

Pomme de terre est un tubercule comestible produit par I’espéce Solanum tuberosum,
appartenant a la famille des solanacées Elle est une source importante de glucides, protéines et
de vitamines ses qualités nutritives et sa facilit¢ de culture font qu’elle est devenue 1’un
des aliments de base de I’humanité. Par conséquence le gaspillage quotidienne des pommes
de terre a crier I’idée de la valorisation de ses épluchures (Juz.et Bukasov, 2008). La

composition chimique des épluchures de pomme de terre est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : composition chimiques des pelures de pomme de terre (Arapoglou et al., 2009)

Humidite 85.1
Protéines 2.3
Lipides 0.1
Glucides 12.4
Amidon 7.8
Fibres 2.5

Les pelures de pomme de terre sont largement utilisés dans différents domaines tels que :

*Utilisation des pelures de pomme de terre (PPT) dans le traitement des eaux contamineées,

pour 1’élimination de certains polluants organiques tels que les colorants textiles (Bouhadjra

et al.,2017).
* La production d’acide citrique (Kouassi et al., 2017).

*La synthese des bioplastique a partir d'amidon qui se trouve dans la pomme de terre
(Davidovic ,2006 ; Wertz, 2011).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Tubercule
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aliment_de_base
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1.3.2. Grignons d’olives

L’olivier est I'un des arbres fruitiers qui appartient a la famille de 1’oléacée au genre
olea,et a partirdes olives cultivés il ya la fabrication des olives de table et I’huile d’olive
(Botineau, 2010). La production de ce dernier se traduit par la présence de grignons qui sont

les résidus solides résultant de I'extraction d'huile(Azri et al.,1999).

La composition chimique des grignons d’olive (Olea europaea )est présentée dans le
tableau?, elle estvarié dans de tres larges limites. Elle dépend des facteurs intrinseques de fruit

(stade de maturité), procéde de I’extraction de I’huile (Nefzaoui, 1985).

Tableau 2. Composition chimique de grignons d’olives (Nefzaoui, 1984).

Matiére Seche (MS) 75-80
Matiéres Minérales (MM) 3-5
Matieres Azotées Totales (MAT) 5-10
Cellulose Brute (CB) 35-50
Matieres Grasses (MG) 8-15

Parmi les applications des grignons d’olives on cite :

- Utilisation en tant que combustible.

- Utilisation dans le tonnage des peaux car ils sont riche en tanins et composés phénoliques.

- Utilisation dans I’alimentation animale pour compléter I’alimentation des ovins dans la

période séche (Sebban et al.,2004).

1.3.3. Tégument de chéne vert (Quercus ilex)

En Algérie, le chéne wvert occupe une partie importante des forets
Algériennes(Koumiche., 2016). C’est un arbre de moyenne dimension, de 5 a 10 métres de

haut avec une cime ovale (Sarir, 2016).

Les téguments sont riches en polyphénols qui sont des molécules végeétales spécifiques,
aux structures variées (Hagerman et al., 1998). Ils présentent plusieurs propriétés
physiologiques, telles que antimicrobiennes, antithrombotiques, anticancérigenes,
antioxydantes, cardioprotectrices antiallergiques (Balasundram et al., 2006). 1l mémes

contient de flavonoides et de tanins.
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Le tégument du chéne vert (Q. ilex) est une excellente source d'antioxydants naturels et
de composés antibactériens, qui peuvent étre utilisés dans la conservation des denrées
alimentaires et permettent de limiter les risques degénératifs de maladies liées au stress

oxydatif et aux bactéries pathogenes (Settia et al., 2020).
I.4. Valorisation des sous-produits agro-alimentaires

Selon la directive de la Communauté Economique Européenne75/442 (CEE) la
valorisation est définit comme : « Le ramassage, le tri, le transport, le traitement des déchets,
ainsi que leur stockage et leur dépdt sur ou dans le sol ; les opérations de transformation
nécessaires a leur réutilisation, a leur récupération ou a leur recyclage » (Bicocchi et
Bonneaud, 2007).

1.4.1. Types de la valorisation

Les sous-produits genérés par les industries agroalimentaires peuvent étre valorisés par

différentes maniéres (Figure 04) dont 1’objectif principal est que les rendre utilisable a une fin

particuliére.
INDUSTRIE
Denrées
aliesinires COPRODUITS
Valorisation en Matiéres premiéres Valorisation Valorisation
alimentation animale de l'industrie agronomique énergétique
l Y Ali:\entgtion > Epandage Méthanisation
Industrie de la il
nutrition animale Industrie de Combustion
B Autre‘s ™ lafertilisation
{ industries
Animaux de C'® Elevage ~ Compostage

Figure 04. Schéma récapitulatif des types de la valorisation (Réseda et ADEME, 2008).
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a. Valorisation énergétique

La valorisation énergétique a pour objectif de produire 1’énergie soit par la

méthanisation ou par la combustion.

a.1l. La méthanisation ou digestion anaérobie : c¢’est une technique basée sur la dégradation
de la matiére organique, la réaction se fait en milieu anaérobie(Figure 05). Cette dégradation
va produire le biogaz qui est un mélange de méthane CH4 environ 50 & 70%, de 20 a 50% de
gaz carbonique CO: et de quelques gaz traces NHs, N2, H2S il peut étre valorisé par
différentes facons (Guillaume, 2015):

- Brdler directement dans des chaudiéres pour produire de la chaleur,
- Bruler dans un moteur de cogénération pour produire I’¢électricité et de la chaleur.

Le Digestat est définit comme un produit partiellement stabilisé, humide, il est riche en

matiére organique (Guillaume, 2015).

Déchets organiques La méthanisation

Agricole

Fumer o W Electricité

(4 A Tt

R jection
déchets i
Industries —) ‘:» /

roalimentai 5 N> Chaleur
?fus-pro:;’::m rsicat g Industrie
déchets des fermentation Cogeneration \“ Bi@ents
légumes et l agncoles,
d’abattoirs. séchage de
Collectivités AL o
locales Déchets / _ Vigeota

verts, restes
alimentaires. fosse de stockage

de dijestat

Valorisation
. agricole
Epandags

Figure 05. Schéma représentatif des étapes de la méthanisation (I’ Aube et Holding, 2012).

Engrais naturel

La méthanisation a des avantages et des inconvénients qui sont résumés dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau 03 Avantages et inconvénients de la méthanisation (Guillaume, 2015).

Les avantages

Les inconvénients

-Intérét spécifique de la méthanisation c’est la

double valorisation de la matiere organique

-La méthanisation va diminuer la masse des déchets
organique (sous-produits) qui va étre traité par

d’autres fili€res

-Les émissions des gaz seront diminuées avec le
changement d’usage d’énergies fossiles ou

d’engrais chimiques.

-Le biogaz est un gaz dangereux

explosif, toxique et corrosif. Pour

I’utiliser, il faut donc prendre

minimum de précautions.

le

a.2. La combustion : c¢’est une technique de traitement thermique des sous-produits. C’est de

braler les ordures dans des fours spécifiques. Cette réaction va dégagée une chaleur qui va

étre récupérée, au début elle est sous forme de vapeur apres ca elle est introduite dans un

turbo-alternateur produisant de 1’électricité (Ifremer, 2010).

b. La valorisation en alimentation animale

Cette valorisation est dans le but de fournir I’alimentation des animaux (des protéines,

énergie, des acides gras), par I'utilisation des différents paramétres (technologie de 1’usine,

environnement,...etc.), il faut que les sous-produits utilisés présentent une valeur nutritive

intéressante, et respectent les termes d’hygiéne et de qualité et n’ont pas étre contaminés

(Fevrier et al., 2009).

c. La valorisation agronomique

Plusieurs procédés sont appliqués dans la valorisation des sous-produits alimentaires a

savoir :

c.1. Fabrication d’engrais ou d’amendements organiques . 1’engrais est un produit qui se

présente sous forme solide ou liquide il va fournir les éléments nutritifs aux plantes et les

amendements, dans le but d’amélioration des propriétés physiques, chimiques et biologiques

des sols (Ademe, 2017).
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¢.2. L’épandage . c’est une technique agricole consistant a épandre divers produits sur des
zones agricole, les matieres épandues sont des engrais ou amendements minéraux, matieres
organiques.....etc. L’épandage a des nombreux avantages tels que la permission d’un retour
direct des déchets organiques au sol, mais sa prendre de temps car les sous-produits et les
déchets nécessitent un stockage en attendant les conditions climatiques et/ou réglementaires
favorables (Muller, 2016).

c.3. Le compostage : le compostage est le processus de transformation biologique de matieres
organiques (déchets végétaux, restes des repas, déjections,.....etc.) en conditions d’aération
(Figure 06) permettant de produire un compost utilisable en agriculture en tant

qu’amendement organique (Boutin et al., 2010).

' Echanzs (0,
% thermique

’ Matiére lmmide, verte Matiére séche brune
/ azotee carbonée
=~ Déchet dela cuising dujardin Dégradation de la matiére organique

; Le cycle de compostage

Matiére organique s e -
0!]@1. i .'ale T— i
Utilisation conme fertilisant pour h C e
terre, les cultures
Compost final

Figure 06. Schéma récapitulatif le cycle de compostage (Boutin et al., 2010).
d. La valorisation en matiére premiére

Ce type s’intéresse a la valorisation des sous-produits en alimentation humaine, par
exemple la gélatine bovine (Réséda, 2017). 11 existe d’autres voies de valorisation pour les

sous-produits des industries agroalimentaires tels que :

11
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d.1. Fabrication des biocarburants : en utilisant les réserves de plantes cultivés, ressources
sucrieres, ou méme les matiéres grasse des animaux pour la fabrication de biodiesel (Gurtler,
2008).

d.2.L’extraction des molécules d’intéréts . cette valorisation n’est pas vraiment utilisé mais
elle a une valeur importante, tel que 1’utilisation des sous-produits qui sont issue de la filiére
de la péche-aquaculture pour faire I’extraction d’acide hyaluronique pour la formulation des

produits cosmétiques ou pharmaceutiques (Ifremer, 2010).

12
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I
1. Généralités sur les biosurfactants
11.1. Définition des surfactants et biosurfactants

Les surfactants sont des molécules bipolaires (partie hydrophile et hydrophobe)
(Markets et markets, 2016). lls sont synthétisés chimiquement ou par voie biologique
(biosurfactants). La classification des tensioactifs se fait selon la nature de leurs tetes polaire
(Shekhar et al., 2015). Les surfactants sont parfois dénommés selon la fonction : détergent,
agent dispersant, agent de solubilisation, agent mouillant, agent émulsifiant et agent

moussants (Santos et al., 2016).

Les biosurfactants sont des molécules amphiphiles produites par une variété de micro-
organismes, notamment des bactéries, des levures et des champignons flambants ils diminuent
I’activité de la surface et ont diverses polarités comme fluide a air et fluide a fluide ils
possedent la caractéristique d’étre soluble dans les solvants polaires et apolaires (Dessai et

Banat, 1997).

Les biosurfactants peuvent former des agrégats et des micelles (Figure 07). C’est un
arrangement stable des molécules amphiphiles sous la forme d’une sphére possédant une
partie extérieur hydrophile et une partie intérieur hydrophobe. (Pacwa-Plokiniczak et al.,
2011). La partie hydrophile peut inclure un acide carboxylique ou un alcool, acide aming,
peptide cationique ou anionique, ou un saccharide. Par ailleurs, la partie hydrophobe est

constitué de chaine d’hydrocarbure ou d’acides gras saturés ou insaturés (Dessal et Banat

,2011 ; Khopade et al ., 2012).

Monomeére Micelle

Téte hydrophile Queue hydrophobe

Figure 07 : Structure d’un biosurfactants et formation d’une micelle (Zenati,2018).
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11.2. Origine des biosurfactants

Les biosurfactants sont synthétisés naturellement soit par des animaux, des plantes (la
saponine) et principalement par les microorganismes généralement les levures, les
champignons et les bactéries , qQui se développent soit en aérobie ou en

anaérobie, elles utilisent plusieurs sources de carbones.
11.3. Classification des biosurfactants

Les biosurfactants sont classés par leur composition chimique et leur masse moléculaire

11.3.1. Selon la composition chimique

On distingue 5 grandes classes : Les glycolipides, les lipopeptides (lipoprotéines), les
phospholipides, les lipides neutres, les biosurfactants polymériques et les biosurfactants

particuliers
11.3.1.1. Les glycolipides

C’est la classes la plus connue, ils sont composés d’hydrate de carbone en combinaison

avec une langue chaine d’acides aliphatiques et d’acides hydrox aliphatiques
Parmi eux on distingue : les glucose-lipides, les pentasaccharide-lipide et les mélanges
variés les rhamnose-lipides (rhamnolipides), les tréhalose-lipides et les sophorolipides. Ces 3

derniers sont les glycolipides les plus étudiés

a. Les rhamnolipides : sont des molécules (Figure 08) produites principalement par 1’espéce
Pseudomonas aeroginosa. Leur composition est une combinaison di-rhamnolipide de L-
rhamnopyranosyl-L-rhamnopyrnosyl-hydroxydécanoyl-hydroxydécanoate (Rha-Rha-C1o-C1o)
et  L-rhamnopyranosyl-L-rhamnopyranosyl-hydroxydécanoate  (Rha-Rha-Cio)

O

Il
0O— CH — CHz— C— O— CH— CH2— COOH

e
o
e}

| |
(|CH2)6 ((IZHz)s
CHs CHs

Figure 08 : Structure chimique de rhamnolipide
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b. Les sophorolipides : sont des glycolipides (Figure 09) produites principalement par

certaines levures du genre Candida(Cortés-Sanchez et al., 2013), Candidabombicola,

Candida batistae, Candida floricola...etc(Oliveira et al., 2015). Ils sont constitués d’un

dimére d’hydrate de carbone sophorose (2-O-B-glucopyranosyl-R3-D-glycopyranose) lié a un
acide gras hydroxylé par une liaison glycosidique (Callaghan et al., 2016).

CH20H CH20H
o (lle (i.‘_Ha
el )T
HO (CHz2)e HO (CHz2)e
CH20H [ CH:20H |
CH CH
Il Il
OH o CH OH o (|:H
HO (HZC)?
OH OH COOH
O (CHz2)7
A B

Figure 09 : Structure des formes sophorolipidiques : Lactone (A) et Acide (B)(Kapadia-

Sanket et Yagnik, 2013).

c. Les tréhalose-lipides : sont des produits (Figure 10) de I’espece de Mycobacterium,

Nocardia, Corynobacterium ...etc. (\ijayakumar et Saravanan, 2015). Ils sont composés d’un

disaccharide de tréhalose lié au niveau de C-6 et C-6’ a une chaine d’acide gras par une
liaison ester (Asselineau, 1978 ; Cooper et al., 1989).

HO

H2CO-CO — CH-CHOH-(CHz2)m — CHs

o)

ICH3
(CHs3)n

OH

o (o]

OH
HzC-(CH2)m-OHCH-CH-CO-O -CHz
(CH2)n
ICHE;
m+nN=27+31

Figure 10 : Structure chimique du tréhalolipide (Kapadia-Sanket et Yagnik, 2013).

11.3.1.2. Les lipopeptides

Ils sont des molécules composés d’un cycle peptidique li¢ a une chaine d’acide gras

(Figure 11), les lipopeptides peuvent étre linéaires ou bien cycliques (Ongena et Jacques,

15
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2008), ces derniers sont synthetisés par plusieurs espéces bactériennes de Gram positif comme
Bacillus , Lactobacillus...etc. et d’autres espéces a Gram négatif comme Pseudomonas
(Henkel et al.,2017). Les classes les plus étudiés sont les surfactines, les iturines et les
fengycines (Franca et al., 2015).

l-Asp — D-leu — L'Leu—O ?HS
/ Hé(CHz)Q'CH
. I I
L-Val CH, CH,
I
D-leu — L-leu — L-Glu—C =0

Figure 11 : Structure chimique d’une molécule de lipopeptide (Yamane, 1987).
11.3.1.3. Les Phospholipides

Les phospholipides sont des lipides amphiphiles(Figure 12) constituées d’une téte
polaire et deux queues hydrophiles (McClemets et Gumus, 2016).1ls sont classés selon deux
groupes glycophospholipides et glycérophospholipides. La production des phospholipides a
été également détectée dans quelques espéces d'Aspergillus et Thiobacillus thiooxidans
(Kappeli et Finnerty, 1979).

NHz"

Qo

o/P\ _

O/\I/\ g
= /&o o\fo

Figure 12 : Structure chimique d’un phoshphatidyl-éthanol-amine (\Wellner et al.,
2013)

11.3.1.4.Les biosurfactants polymériques

Ce sont généralement des polymeéres d’hétero-saccharides contenant a la fois des
polysaccharides et des protéines.se sont des biopolymeéres de poids moléculaire élevés. Les
classes les plus étudiees sont I’émulsane (Figure 13), lipomanane, 1’alsane et lipolsane (Sentos
etal., 2016).
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T
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Figure 13 : Structure chimique d’un emulsan produit par divers espéces d’Acinetobacter
(Jacque, 2011).

11.3.1.5. Les biosurfactants particulier

Quelques exemples des biosurfactants particulaires sont les vésicules membranaires
extracellulaires des cellules microbiennes. Ils améliorent la biodisponibilité des hydrocarbures

en formant des microémulsions (Banat et al., 2000).

Il a été rapporté que des vésicules membranaires extracellulaires d'un diameétre de 20 a
50 nm et d'une densité spécifique de 1.158 g/cm? s'agrégent dans les cellules de la bactérie
d'Actinobacter sp (Figure 14). Les vésicules ainsi purifiées sont composées de protéines, de
phospholipides et de lipopolysaccharides (Banat et al., 2000 ; Mukherjee et Das, 2010).

Figure 14 : Vésicules membranaires produits par Actinobacter sp observées par microscopie

électronique, en utilisant la technique de coloration négative (Finnerty et Kappeli, 1979).
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11.3.2. Selon le poids moléculaire
Les biosurfactants sont classeés en deux classes selon leurs poids moléculaire :
11.3.2.1. Faible poids moléculaire

IIs contiennent les glycolipides, les phospholipides et les lipopeptides, ces molécules
communément appelés biosurfactants réduisent efficacement les tensions de surface et

interfaciale
11.3.2.2. Haut poids moléculaire

Il contient les groupes des protéines et des polysaccharides, sont définis comme des

bioémulsifiants qui sont utilisé dans la stabilisation de complexe huiles-eau

I1.4. Avantages des biosurfactants

Les biosurfactants présentent plusieurs avantages. Les principaux avantages des

surfactants déerivés des microorganismes sont :
11.4.1. Faible toxicité

Les biosurfactants sont généralement des produits non ou faiblement toxiques, c’est
pour cet avantage, les biosurfactants sont utilisés dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétiques et alimentaire Egalement

ont montrés 1’absence de toxicité des biosurfactants produite par Candida

sphaerica
11.4.2. Disponibilité de matiéres premiéres

La production des biosurfactants est économique car son processus est lié a la
valorisation des sous-produits et déchets telles que le pétrole colza, eaux usées, les effluents
des pommes de terre, déchets de raffinage du pétrole, eaux usées, lait caillé et déchets de

distillerie, huile de tournesol, .....etc.
11.4.3. Tolérance aux différents parametres physico-chimiques

La majorité des biosurfactants sont résistants aux facteurs environnementaux extrémes

comme la température, le pH et a la salinité
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Par exemple, le lipopeptide de Bacillus licheniformis est Stable jusqu'a 140 heures a des
températures d'environ 75°C, et de pH 5 a 12. Le biosurfactant tolére également des
concentrations de sel jusqu'a 10%, tandis que 2% de NaCl est suffisant pour désactiver les

tensioactifs conventionnels (Viohan et al., 2006).
11.4.4. Activité de surface et ’interface

La tension superficielle, c’est la force d’attraction entre les molécules liquides (Pacwa-
Plociniczak et al., 2011). La surface c’est la limite entre un liquide et 1’air tel que eau /air et

I’interface est considérée comme la limite entre deux liquides huile/ eau (Banat et al., 2010).

Les biosurfactants ont une excellente activité de surface (Figure 15), ils aident a réduire
la tension superficielle et la tension entre les faces et ils fonctionnent mieux que les
surfactants chimiques en raison de leur faible concentration micellaire (CMC) (Desai et
Banat, 1997).La CMC est la concentration d’un agent de surface (biosurfactant) au-dessus du

quel certaines molécules sont dispersées dans agrégats sous forme de micelles en solution

-— -
\
: ~& 1
meertace  LULLLLLLLLLUUUULLLLLLLL

~e o«
e

-

aqueuse (Pore, 1992).

Figure 15 : Partage des tensioactifs entre un milieu gras et un milieu aqueux (Hutin, 2019).
11.4.5. Biodégradabilité

La biodégradabilité est une question importante au probleme lié a la pollution
environnementale, mais les biosurfactants sont des produits qui ont cette capacité, sont
facilement dégradés par des bactéries,des champignons ou d’autres organismes simples sans

créer des problémes pour I’environnement (Vohan et al., 2006).
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11.5. Applications des biosurfactants

Les biosurfactants ont I'avantage d'introduire une variété de matériaux et de produits

chimiques qui peuvent présenter un intérét particulier pour des besoins spécifiques. Par

conséquent, ils ont une large gamme d’utilisation dans différents domaines (Tableau 05)

(Rodrigue et al., 2006 ; Santos et al., 2016).

Tableau 04 : Différents domaines d’application des biosurfactants

Domaine

Application

Role des biosurfactants

Références

Récupération assistée

du pétrole
i Désémulsification
Pétrole
Env. Remédiation de sol
Biologie Pharmaceutiques et
médicale , .
Thérapeutiques
Biocontrodle des
. engrais
Agriculture
Emulsifiassions et
. . désémulsification
Alimentaire

Cosmétiques  Produits de beauté

Nettoyage Détergeant a lessive

puits.

Solubilisation des émulsions,
dispersion des huiles.

Rincage du sol.

Inhibiteur de corrosion.

Antifongique, antiviraux,
antimicrobien, utilis€e  pour la
préparation des vaccins.

Elimine et augmente la

biodisponibilit¢ des nutriments dans
les micro-organismes bénéfiques liés
aux plantes

Solubilisation de I’huile aromatique

lls jouent le role de mouillage et
détergent

gents moussants, mouillants et

nettoyants

Désinfectant pour la lessive

Pacwa-plociniczak et

Améliorer I’huile de drainage dans les

al., 2011.

Silva et al., 2014.

Lawniczak et
2014,

al.,

Sachdv et Cameotra,
2013.

Campos et al., 2013

Vijakumar et
Saravanan, 2015

Banat et al., 2010.

Env. : Environnements
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Procédures expérimentales : Chapitre 111

Le gaspillage des produits agroalimentaire a résulté 1’apparition importante des sous-
produits agroalimentaires polluantes pour l’environnement ce qui a créer 1’idée de leur
utilisation pour un effet plus bénéfique, d’une autre manicre : la valorisation de ces produits

pour la production des biosurfactants par exemple.

La présente étude est réalisée au niveau de laboratoire de microbiologie de la faculté
d’Akli Mohand Oulhadj de Bouira. Dans cette recherche, un milieu synthétique a été préparé
comme milieu de référence, pour le but de faire la comparaison avec d’autres milieux qui sont
issus des poudres des sous-produits agroalimentaires qui coutent moins cheres pour

I’augmentation de rendement des biosurfactants avec un co(t de production plus bas.
111.1. Matériel
I11.1.1. Matériel biologique

Deux souches bactériennes, codées S1 et S2, utilisées dans cette étude, isolées et
purifiés par notre équipe de recherche de laboratoire de microbiologie de Laboratoire de
Biomatheématiques, Biophysique, Biochimie et Scientométrie (L3BS), Faculté des Sciences de

la Nature et de la Vie, Université de Bejaia.
111.1.2. Matériel non biologique

Les équipements, les appareillages et la verrerie utilisés sont présenté dans 1’annexe
N°01, tandis que les milieux de cultures utilisés dans notre travail sont mentionnés dans

[’annexe N°02.
111.2. Méthodes
111.2.1. Revivification des souches

La revivification des souches bactériennes, S1 et S2, a été réalisée dans des tubes a
essal qui contiennent le Bouillon Nutritif (BN), sa préparation est présentée dans 1’annexe
N°02. Les souches bactériennes ont été conservés dans des tubes de Gélose Nutritive (GN)
incliné (Annexe N°02), la revivification des souches a été faite a 1’aide d’une pipette pasteur
par un prélevement de quelques colonies bactériennes suivi par une inoculation des tubes qui

contiennent 5 ml de BN, les tubes ont été incubé a 35°C/ 24 h
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111.2.2. Vérification de la pureté des souches

La vérification de la pureté des souches S1 et S2 a été faite dans des boites de pétrie
qui contiennent de la gélose nutritive. Cette étape a été réalisé a base d’un ensemencement
liquide-solide des souches bactériennes qui sont déja revivifiées dans les tubes de BN dans les
boites de pétrie qui contiennent la GN (Figure 16) puis incubés pendant a 35 °C/24 h (Thomas

et al, 1970).

Figure 16:Vérification de la pureté des souches (Photo Originale).

111.2.3. Etude des caractéristiques morphologiques et biochimiques des souches
111.2.3.1. Aspect macroscopique

C’est I’étape initial qui introduire a la vérification des bactéries, elle est basé sur la
description des colonies des souches S1 et S2 qui sont obtenus sur le milieu solide. Cette
étape est basée sur les caractéres morphologiques des colonies qui sont observés a I’ceil nu : la
forme des colonies, la taille des colonies, la chromogéne ou la couleur des pigments,
I’Opacité, 1’élévation, 1’aspect de surface, la consistance, 1’aspect de contour (Johnson et al.,

1980).
111.2.3.2. Etude microscopique

Cette étude est basée sur 1’observation des bactéries pour savoir leur forme, mobilité et

leur mode d’association.

22

——
| —



Procédures expérimentales : Chapitre 111

I
a. Coloration de Gram

*Préparation du frottis :La préparation des frottis a été réalisé a base d’un repiquage des
souches S1 et S2jeunes (24-48h)cultivees sur la gélose nutritive, quelques colonies ont été
prélevées et déposées sur la lame contenant des gouttes d’eau distillée (Figure 15), puis
étalées d’une fagon a avoir une couche fine et homogene. Par la suite la lame a été passée sur

une flamme bleue de bec bunsen pour la fixation de frottis par sechage (Canler ,2005)

*Etapes de coloration de Gram : L’ajout de quelques gouttes de violet de gentiane au frottis
préparé préalablement (Figure 17) puis laissé agir pendant 01 min, puis ringage a l’eau
distillé. Le mordangage a été effectué par I’immersion de la lame dans le Lugol, puis laisser
agir 01 min, en élimine 1’exces de Lugol et ringage a I’eau distillé. La décoloration a été faite
en recouvrant le frottis par I’alcool et laisser agir 30 secondes puis ringage avec 1’eau distillé.
L’étape de la recoloration par la Fushine a été réalisée par 1’ajout de quelques gouttes de la
Fushine au frottis puis laissé agir 01 min rincer la lame avec 1’eau distillé, séchage a la
flamme bleu de bec bunsen (Baldent, 1997). La détermination de type de Gram des souches

¢tudiées a été faite par 1’observation des frottis avec le microscope optique (X100) avec

I’ajout de 1 a 2 gouttes de I’huile a immersion (Dussault, 1955).

Figure 17 : Etapes de la coloration du Gram (Photo Originale).
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111.2.3.3.Tests biochimiques

Les tests biochimiques qui sont fait pour les souches S1 et S2productrices de

biosurfactants sont comme suit :
a. Test catalase

La catalase est une enzyme présente chez les bactéries aérobies strictes et les bactéries
anaérobies facultatives la catalase accélére la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H202)

en eau et oxygéne Inoculum + HxO2 = H20 +1/2 O (\Vesina et Lacroix, 2000).

-Une goutte de peroxyde d'hydrogéne (H20.) a été déposée sur des lames de verre propres
(Figure 18).

-Mis en contact avec des colonies isolées sur milieu GN des souches S1 et S2.
-Collecté directement avec une pipette Pasteur bouclée.

-La présence de la catalase se traduit par 1’apparition des bulles (Kannika, 2003).

Figure 18 : Enchainement des étapes de test catalase (Photo Originale).

b. Production de sulfure d’hydrogene I’H2S

-Inoculation de la souche S1 et la souche S2 dans des tubes gélosé du milieu TSI (Triple
Sugar Iron), Annexe N° 02, par ponction centrale du culot, et en stries sur toute la surface de
la pente.

-Les tubes ont été incubés a 37°C pendant 24-48 h.

- La production de sulfure d’hydrogéne se traduit par une coloration brunatre qui est apparue
le long de la piqure(Kannika, 2003).
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c. Formation de I’indole

La formation de I’indole se fait par I’hydrolyse le tryptophane pour donner une
molécule d'indole. Ce test a été réalisé par I’ensemencement d’un volume d’inoculum dans un
milieu de culture urée indole a base de tryptone (Annexe N° 02) puis incubée a 37°C pendant
24 -48 h

d. Test de Voges-Proskauer (VP)
Le test est réalisé sur le milieu urée tryptophane comme suit :

-Ensemencement d’une suspension en milieu Urée-tryptophane d’un tube Clark et Lubs et

Incuber 24 h a T optimale.

- Ajouter 10 gouttes d’alpha naphtol (VP1 et VP2) avec un méme volume de soude

concentrée (ou de potasse),

-Incliner le tube pour permettre une bonne oxygénation et attendre quelques minutes a 1

heure.

-L’apparition de la couleur rouge indique que le résultat est positif

e. Test de Nitrate réductase

-Ensemencer les bouillons de nitrate avec une suspension bactérienne.

-Incuber les tubes a la température optimale 30°C ou 37°C pendant 24 heures.

-Apres l'incubation, recherchez d'abord le gaz N2 avant d'ajouter les réactifs.

-Ajouter 6 a 8 gouttes de réactif nitrite A et ajouter les 6 a 8 gouttes de réactif nitrite B.

-Observez la réaction (développement de la couleur) en une minute ou moins.Si aucune

couleur ne se developpe, ajouter de la poudre de zinc.

-Observer pendant au moins 3 minutes pour qu'une couleur rouge se développe apres l'ajout

de zinc

D’autres tests ont été réalisé tels que, le test NPG qui s’intéresse a la présence de 1’action
de I’enzyme de B-galactosidase utilisant le substrat synthétique (1’ortho-nitro-phényl-
galactoside= ONPG), incolore et la couleur jaune indique la présence de I’enzyme. Le test
ADH, LDC, ODC qui cherche la présence des enzymes ADH, LDC et ODC catalysent
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respectivement la décarboxylation de 1’arginine, de la lysine et de 1’Orithine présent dans le

milieu et la couleur violette indique la présence de ces enzymes

L’aptitude des souches S1 et S2 a utiliser le citrate de sodium comme seule source de
carbone a été testée sur le milieu citrate de Simmons (Annexe N° 02). Un résultat positif est
traduit par une coloration bleue . Le test urée qui s’intéresse a la présence
d’enzyme Uréase qui est exprimé avec un virage vers le rouge du milieu urée-indole (Annexe
N° 02).

Le test TDA a été réalisé en milieu Urée-tryptophane (Annexe N° 02) en ajoutant le Fer

Il pour former un précipité marron

Le test de dégradation de gélatine a été réalis¢ par I’ajout d’un film photographique noir et
blanc (composé de pellicule de gélatine reposant sur un film plastique transparent, la pellicule
contient des particules d'argent noir) ou un disque de Kéhn (constitué de gélatine) dans une
suspension dense en eau stérile ou eau peptonée, la présence de gelatinase est exprimeé par un

pigment noir

Le milieu Mannitol-Mobilité-Nitrate est un milieu de culture permet de mettre en
¢vidence la mobilité par piqure central (trouble si le résultat est positif) et ['utilisation de

mannitol qui s’exprime par le virage de couleur vers le jaune et la réduction de nitrate

La fermentation ou l’oxydation de sorbitol, inositol, rhamnose, saccharose, melibiose,
amygdaline et arabinose a été faite sur des substrats correspondants, un résultat positif est

exprimé par la couleur jaune
f. Test d’hémolyse

C’est la dégradation des globules rouges .La capacité des colonies bactériennes a
induire une hémolyse lorsqu'elles sont cultivées sur gélose au sang est utilisée pour classer
certains micro-organismes et on cite trois classe ;I’hémolyse Alpha lorsque la lyse est partielle
et la couleur des colonie est sombre et verdatre ;La béta-hémolyse c’est hémolyse compléte

et la zone apparait éclaircie (jaune) et transparente et enfin I’hémolyse Gamma Si un organisme

n'induit pas d'hémolyse
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Les souches S1 et S2 étudiées ont été criblées, sous forme de stries, sur des boites de
gélose Columbia contenant 5% (v/v) de sang frais (Figure 19) et incubées a température
optimale pendant 24 a 48 h. L'activité hémolytique (hémolyse positive) a été détectée par la
présence d'une zone claire autour d'une colonie (Hassanshahian, 2014, Yalaoui-Guellal et al.,
2018).

Figure 19: Etapes de réalisation du test d’hémolyse (Photo Originale).
111.2.4. Préparation de poudres issues des sous-produits agroalimentaires

Dans cette étude, les poudres des épluchures des pommes de terre, téguments de chéne

et grignons d’olives ont été valorisé pour la production des biosurfactants les souches étudiées

SletS2.

Les poudres ont été préparés apres un séchage a Iaire libre a température chaude des
épluchures des pommes de terre (Figure20), grignons d’olives et les coques de chéne (les
tégument) pendant quelques jours, par la suit ils sont broyés a 1’aide d’un broyeur

automatique puis tamisés dans un tamiseur de 0,2 ym de diameétre pour avoir une poudre fine.

Figure 20: Préparation de la poudre de pomme de terre (Photo Originale).
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111.2.5.Préparation des milieux de production de biosurfactants

La production des biosurfactants a été faite par le processus de fermentation de type
Batch, en utilisant le milieu minimum minéral (MSM),qui a été ajusté a pH 7,02+0,02
(Annexe N° 02) (YYalaoui-Guellal et al., 2018).

Le milieu MSM a été complété par 2% de différentes sources de carbone (Figure 21) a
savoir : le glucose (le milieu MG), la poudre des épluchures de pomme de terre (le milieu
MEPT),la poudre des téguments(le milieu MT) et la poudre des grignons d’olives(le milieu

MGO), par la suite les milieux ont été filtrés.

Figure 21: Préparation des milieux MSM avec différentes sources de carbone et mesure
du pH de milieu MSM (Photo Originale).

111.2.6.Suivi de la production des biosurfactants

La fermentation a été réalisée dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml de
chaque milieu préparé, puis inoculé & 1% de I’inoculum de chaque bactérie (S1 et S2). Les
expériences ont été réalisées en duplicata pour chaque milieu et chaque souche pour avoir des
résultats statistiquement représentatif (Figure 22). Par la suite les erlenmeyers ont été incubé a
30°C sous agitation avec une vitesse de 150 tr/min pendant 7 jours (Yalaoui-Guellal et al.,

2017 avec modification ).
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Figure 22 : Fermentation des milieux dans un fermenteur (Photo Originale).

Des échantillons de 10 ml ont été prélevés régulierement chaque 24 h pour déterminer
la biomasse bactérienne, analyse par la mesure de I'émulsification d'indice (EI24) et le
déplacement de huile (DDH) du surnageant sans cellule, et les sucres réducteurs par la
méthode DNS (Yafez-Ocampo et al., 2017).

111.2.6.1. Détermination de la croissance bactérienne

Les échantillons prélevés ont était centrifugés a 8000 g/20 minutes, pour permettre la
précipitation de la biomasse bactérienne. Deux phases vont étre apparaitre : un surnageant qui
contient le biosurfactant et un culot qui représente biomasse bactérienne (Yalaoui-Guellal et
al., 2017).

Apres I’étape de centrifugation les culots ont été récupérer dans des boites de Pétri en
verre, avec un poids connu (Po), en respectant les milieux et les souches productrices, puis ils
sont séchés a80°C pendant 24 h. Par la suite les poids des boites séchés ont été déterminés

(Ps), et la biomasse bactérienne seche (BBS) a été déterminée par la formule suivante :

Ps — PO
Vp

EBS =

Ou BBS est la biomasse bactérienne exprimée en mg/ml, Ps est le poids des boites
aprés séchage, Po est le poids des boites vides et Vp est le volume de prélévement (Yalaoui-
Guellal et al., 2020).
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111.2.6.2. Estimation de la production des biosurfactants

Les surnageants ont été récupérés dans des tubes a essai puis ils sont utilisés pour

estimer la production de biosurfactants selon le milieu utilisé et la souche inoculée.
a. Indice d’émulsification (E24)

L’indice d’émulsification est un test qui sert a identifier le pouvoir d’émulsification
vis-a-vis au pétrole. Il a été créé par Broderick et Conney puis il a été modifié par la suite par
Francy et Bodour, le principe de ce test est basé sur la verification de la capacité de la souche
a emulsionner la phase hydrophobe, pétrole, dans la phase hydrophile, biosurfactants
(Francyet al., 1991 ; Bodour et al.,2004).

Agitation utilisant le
vortex (3 min) \ (
Surnageant de la o
culture +pétrole Aprés 24 h o ]. H total
Hemul| s
T
b S
U J \

.

Figure 23 : Schéma représentatif de principe de test d’E24

L’activité d’émulsification a était faite en mélangeant 2 ml de chaque surnageant avec
2ml de pétrole dans des tubes a essai (Figure24). Les tubes sont ont été agités pendant 3

minutes, puis laisses au repos pendant 24 h a température ambiante.

Figure 24 : Suivi d’étapes du test d’émulsification (E24) (Photo Originale).
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Apreés 24h, L'activité d'émulsification est donnée par I'expression suivante:

He {:mm}} . 100

E24 (%) = {:m

Lorsque E24 est l'indice d'émulsion apres 24h, He est la hauteur de la couche
d'émulsion, Ht est la hauteur totale du liquide (Emtiazi et al., 2009). Les émulsions formées
par les isolats ont été comparées a celles formées par une solution aqueuse a 1% (p/v) d’un
tensioactif synthétique (sodium Dodecyl Sulfate (SDS)) (Yalaoui-Guellal et al., 2018).

b. Test de déplacement d’huile (DDH)

C’est un test qui permet de détecter le taux de production des biosurfactants. Dans ce
test 500 pl de pétrole sont ajoutés a 50 ml de ’eau distillé (Figure 25) pour former une mince
couche d’huile (Liu et al., 2013). Apres 100 pl de surnageant obtenu sont rajoutés doucement
a la couche mince d’huile. S’il y a la présence de biosurfactants dans le surnageant, 1’huile
sera déplacé et un halo clair va étre formeé (Morikawa et al., 1993). Le diamétre d’halo a été

mesuré pour déterminé la zone dégagé sur la surface de I'huile (pétrole).

Figure 25:Test deplacement d’huile (Photo Originale).

111.2.6.3. Réduction des sucres par la méthode de DNS

Le dosage des sucres réducteurs par la méthode DNS (dinitrosalycique) est en principe
le dosage colorimétrique de glucose. La technologie est basée sur 1’utilisation des propriétés
réductrices des milieux chauds de glucose et des milieux alcalins pour réduire 1’acide 3,5-
dinitrosalicylique ou DNS (également connu sous le nom d’acide 2-hydroxy-3,5-
dinitrobenzoique) en tant qu’oxydant, le glucose étant un agent réducteur (Boulal et al.,

2013).
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Dans ce test 0,5 ml de chaque surnageant ont été melangés avec 0,5 du réactif de DNS
(Annexe N°03) dans des tubes a essai, puis incubés a 100°C / 5 min a I’abri de la lumiére,
I’eau distillée a été utilisé comme blanc .Apres le refroidissement (10min), 4 ml de I’eau
distillée ont été ajoutées pour chaque tube avec une agitation rapide et forte, puis lecture de

I’absorbance a 540 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-Visible (

).
111.2.7. Extraction et purification des biosurfactants

L’extraction des BS a été réalisée aprés la production a partir des surnageants de la
centrifugation, en utilisant deux techniques : extraction par précipitation acide et extraction

par solvant.
111.2.7.1. Extraction par précipitation

Le biosurfactants a été précipité a partir du surnageant de la culture en ajustant le pH a
2,0 avec I’HCI 6 N et en le gardant a 4°C pendant une nuit. Ensuite, le précipité a été recueilli
par centrifugation a 8000tr pendant 20 min. Les biosurfactants bruts ont été lyophilisés et

pesés pour la quantification et la mesure des propriétés tensioactives

111.2.7.2. Extraction par solvant

L’extraction de BS par solvants décrite par a été utilisés
pour extraire le BS a partir de surnageant récupéré apres 1’extraction par précipitation .Le
mélange chloroforme/méthanol (2//1, v/v) a été ajouté au surnageant récupéré, apres une forte
agitation, les mélanges laisses au repos. Par la suite deux phases ont été formées, 1’élimination

du solvant se fait par sechage a 40 °C, le résidu résultant est un BS totale

Le produit final est lyophilisé, stocké a température ambiante. Le BS est pesé pour

savoir son poids en grammes par litre, poids sec
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IV. Résultats et discussion
IV.1. Revivification et vérification la pureté des souches

Les souches S1 et S2 qui sont revivifiées et incubées dans le milieu BN ont montré
des troubles qui sont présentés dans la (Figure 27) suivante

Figure 27 : Résultats de la vérification de la pureté des souches

Les troubles sont exprimés par la croissance des bactéries dans le milieu BN, ce qui
exprime la vitalité des souches. Par la suite les souches S1 et S2 sont incubés sur la GN
sont observées sous forme de colonies bien précises. Les colonies qui appartient a
chaque boite de pétri possédent les mémes caractéres ce qui assure la pureté de chaque

souche.
1V.2. Etude microbiologique des souches S1 et S2
1V.2.1. Aspect macroscopiques des souches

L’observation des souches étudiées a donné des résultats représentatifs de leurs

caractéristiques qui sont détaillés dans le tableau ci-dessus

Tableau 05 : Les caracteres macroscopiques des souches S1 et S2

Taille des colonies Petite taille Petite taille
Couleur Rouge-orange Jaune
Conteur Lisse Lisse
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1V.2.2. Aspect microscopique et biochimique

Les résultats de coloration de Gram et des tests biochimiques des deux souches sont

présentés dans le tableau suivant

Tableau 06 : Résultats des différents tests biochimiques et de coloration de Gram des souches
SletS2

Gram + +
ONPG + +
LDH - =
LDC - -
OoDC - -
CIT - -
H2S - -
URE - -
TDA - +
IND - -
VP + -
GEL + +
GLU + +
MAN + +
INO + =
SOR - -
RHA + +
SAC + +
MEL + +
AMY + +
ARA + +
Test catalase + -

D’apres les résultats donnés dans le tableau précédent on peut déduire que les deux

souches sont de méme type (Gram positif) et ils ont la méme forme coccobacille, et d’autres
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caractéres biochimiques en commun tels que I’ONPG, LDH, LDC, CIT, HzS, URE, IND,
SOR qui sont marqués négatif.

Les deux souches ont la capacité de dégrader la gelatine (GEL), le glucose (GLU), le

mannitol (MAN). Mais ils différent dans d’autres caractéres tels que TDA, VP, INO, catalase.

1V.2.3. Test d’hémolyse

L’activité hémolytique des souches étudiées (S1 et S2) a été testée par ensemencement

de ces souches sur gelose au sang frais. Le résultat de ce test est représenté dans la (figure 28)

Figure 28 : Résultats de test d’hémolyse sur les deux souches

Apres 24 h d’incubation, nous avons remarqué 1’apparition des colonies abondantes
qui traduit la bonne croissance bactérienne, mais aucune zone claire autours des colonies n’a

été apparu, donc aucune hémolyse pour les deux souches.

D’aprés ce test les souches S1 et S2 n’ont pas I’activité hémolytique des hématies
(hémolytique négative), donc leur biomolécules (Biosurfactants) libérées dans la gélose n’ont
pas cette propriété. La nature non hémolytique de ces souches offre des opportunités
d'applications dans plusieurs domaines tels que biomédicale ou pharmaceutique, cosmétique
et dans le domaine agroalimentaire

1VV.3. Suivi de la production de biosurfactants
IV.3.1. Détermination de la croissance bactérienne

Les résultats de la biomasse bactérienne obtenus pour chaque milieu des deux souches

productrices sont apparait dans les courbes ci-dessus
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Figure 29 : Croissance bactérienne au cours de la fermentation
(a) - MGO (Milieu de grignons d’olives), (b) - MTC (Milieu de téguments de chéne),
(c) : MEP (Milieu de pelures de pomme de terre) et (d) : MG (Milieu de glucose)

La source de carbone choisi est faite sur la capacité de dégradation de substrat par les

bactéries pour le but de la production des biosurfactants.

D’apres les résultats de suivi de croissance bactérienne durant 7 jours sur différents

milieux synthétiques (MGO, MTC, MEP) et un milieu de référence (MG) de deux souches

productrices des biosurfactants S1 et S2.

Dans le milieu de référence ou le glucose est la seul source de carbone (MG) la
croissance bactérienne des souches S1 et S2 aprés 24 heures étaient respectivement a

4.74+0.3 mg/ml et a 0.98 £0.1 mg/ml suivie par une augmentation de la biomasse bactérienne
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apres 48 heures avec une concentration de 5.25 +0.1mg/ml pour la souche 1 et de 1.37

+0.1mg/ml pour la souche 2.

La croissance bactérienne était restée en augmentation apres le troisieme jour pour les

souches S1 et S2 a des valeurs de 6.37+0.1 mg/ml et 1.57 £0.1mg/ml respectivement.

Au bout de quatrieme jour la biomasse bactérienne une diminution importante de la
biomasse de la souche S2 a été remarquée avec une concentration de 0.5 0.1 mg/ml par

rapport a la souche S1 qui atteint sa croissance maximale a une valeur de 10.17 £0.06mg/ml.

Durant le dernier jour, les valeurs sont diminuées a 8.11+0.06 mg/ml pour la souche 1
et a 0.3 £0.1 mg/ml pour la souche 2(indice de la fin de phase exponentielle et début de la

phase stationnaire).

Dans le milieu MGO ou les grignons d’olives est la seule source de carbone une phase
de croissance rapide et continue pour les deux souches S1 et S2 avec une concentration
bactérienne de 8.37 £0.4 mg/ml et de 4.54 +0.03 mg/ml respectivement dans 24 heures et qui
est supérieur a celle de milieu de référence suivi par une diminution de la biomasse
bactérienne a partir de 48 heures jusqu’a 96 heures pour la souche 1 a des valeurs de

6.87+0.1 mg/ml jusqu’a 5.7+0.2 mg/ml.

En outre, la souche 2 continue son augmentation de croissance a partir de 48 heures
jusqu’a 72 heures ou elle va atteindre une valeur maximale de 6.93+0.1 mg/ml. Une
diminution de biomasse bactérienne pour les deux souches S1 et S2 a été remarquée a des
valeurs de 1.17 £0.1 mg/ml et de 1.68 +0.1 mg/ml.

Les grignons d’olives sont riches en cellulose ainsi qu’en mati¢re seche, et ils
contiennent une faible quantité de matiére minérale. Leur composition dépend de facteurs de

maturité et selon le processus d’extraction d’huile

Dans le milieu MTC une phase de croissance trés lente faible pour les deux souches
S1 et S2 a partir de 24 heures jusqu’a 96 heures a des valeurs de 4.87+ 0.1mg/ml et 2.01+0.1
mg/ml jusqu'a 10.75 +£0.1 mg/ml et3.82 +0.1 mg/ml respectivement.

Au bout de 120 heures la biomasse bactérienne atteint ses valeurs maximales pour la
souche S1 a 25.22+0.1mg/ml et S2 a 4.54 0.1 mg/ml.
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Les téguments de chénes sont riches en polyphénols, ils possédent un pouvoir

antioxydant important et ils contiennent de flavonoides et de tanins

Dans le milieu EPT on observe une augmentation de la biomasse bactérienne dans les
premiéres 24 heures des deux souches S1 et S2 avec des valeurs de 7.46 £0.08 mg/ml et 5.68
+0.04 mg/ml respectivement. Cette augmentation explique ’adaptation et la capacité des
souches S1 et S2 a dégrader I’amidon présent dans les épluches de pomme de terre et elles

I’utilisent comme seule source de carbone.

Aprés 48 heures la croissance bactérienne reste stable pour la souche S1 et elle
augmente pour la souche S2 ou nous avons notés des valeurs de 7.55+0.3mg/ml et
8.2+0.3mg/ml.

Les deux souches (S1 et S2) ont la capacité de produire des enzymes nécessaires pour
hydrolyser I’amidon, plus précisément les amylases qui sont utilisés dans les processus

industriels et les biotransformations d’amidon a cause de leur thermostabilité (Gupta et al.,

2003).

Une augmentation importante est remarquée pour la souche S1 a partir de 72 heures
jusqu’a 96 heures a une valeur maximale de 13.1+£0.3mg/ml vis-a-vis la croissance déduite par

la souche S2 dans la méme durée avec une valeur de 10.59+0.1 mg/ml.

Au bout de 120 heures la biomasse bactérienne a été diminuée pour les deux souches
S1 et S2 a des valeurs de 7.72 £0.2 mg/ml et 8.54 £0.2 mg/ml.

D’aprés les résultats de croissance bactérienne obtenues pour les 4 milieux utilisés, la
croissance des deux souches bactériennes S1 et S2 a été rapide et importante dans les milieux
MGO, MEP et MG. Par ailleurs, elle faible dans les 3 premiers jours de la fermentation dans
le milieu de téguments de chénes suivi d’une augmentation maximale par la suite dans les
deux derniers jours ce qui est expliqué par 1’adaptation des deux souches a synthétiser des

enzymes adéquates pour la dégradation de tels source de carbone.
1VV.3.2.Suivi de I’activité d’émulsification (E24)

Les résultats de suivi d’indice d’émulsification obtenus pour chaque biosurfactants des

milieux de culture utilisés sont présentés dans la Figure 30 .
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Figure 30 : Evaluation d’indice d’émulsification en fonction de temps
(@) - MGO (Milieu de grignons d’olives), (b) - MTC (Milieu de téguments de chéne),
(c) : MEP (Milieu de pelures de pomme de terre) et (d) : MG (Milieu de glucose)

D’aprés ces résultats obtenus de test d’émulsification, on peut déduire que les
meilleurs résultats ont été obtenus dans le milieu de téguments de chénes apres 24 heures de
fermentation pour les deux souches S1 et S2 avec des valeurs de 55.83 +0.3% et 54.77
+0.3% respectivement. Apres 48 heures une augmentation de I’activité d’émulsification a été

notée avec des valeurs de 56.83+0.4% pour la souche S1 et de 58+0.6% pour la souche S2.

Des valeurs de 65.12 £0.6% et 60.25 +£0.6% apres 72 heures ont été enregistrés
jusqu’a apres 120 heures avec des valeurs de 73.25 £0.3% et 90.69 +0.3%.

Le milieu des pelures de pomme de terre présente des valeurs de 47.72 +0.1% et

68.30+ 0.1% pour les souches S1 et S2 respectivement aprés 24 heures suivi par des valeurs
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de 55.22 +0.6% et 82.56 +0.3% apres 48 heures et de 51.78 +0.8% et 75.21 +0.6% apres 72
heures jusqu’a apres 120 heures avec des valeurs de 47.93 +0.1% et 65.25%0.5%.

Le milieu de grignons d’olives présente un pourcentage d’émulsification de 50£0.01%
et 47.93 £0.1% pour les deux souches S1 et S2 respectivement aprés 24 heures de
fermentation suivi des valeurs de 47.72 +0.1% et 52.4 £0.3% aprés 48 heures et de 58.35
+0.6% et 55.35 +0.7%aprés 72 heures jusqu’a aprés 120 heures avec des valeurs de
68.3£0.1% et 70.2+0.3%, le milieu a base de glucose présente des valeurs de pourcentage
d’émulsification de 52.2+1.5 et 47.5+1.5 pour les souches S1 et S2 respectivement aprés 24

heures et des valeurs de 63.33+1.7 et 58.96+1.4 aprés 120 heures de fermentation.

Les biosurfactants produites dans les milieux TC et EP possédent une bonne activité
pouvoir d’émulsification des hydrocarbures et un rendement important vis-a-vis aux milieux

de glucose et de grignons d’olives.

Selon les travaux Al-Dhabi et ses collegues sur la valorisation des résidus de la
mallasse de date, bran de riz, les pluches de banane soja et I’amidon de mais pour la
production des biosurfactants, ils ont montrés que les résultats les plus efficace
d’émulsification sont ceux du milieu de base de la mélasse de date et en comparant cette
remarque avec la composition chimique de ce substrat ils ont trouvés que ces milieux sont
riches en saccharose (Al-Dhabi et al, 2020).

1V.3.3. Test de déplacement d’huile (DDH)

Les résultats du test de déplacement d’huile appliqué sur les surnageants des souches
S1 et S2 obtenus aprés culture sur les quatre milieux utilisés sont présentés dans la Figure 31.
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Figure 31 : Evaluation de déplacement d’huile en fonction de temps durant la fermentation

(@) - MGO (Milieu de grignons d’olives), (b) : MTC (Milieu de téguments de chéne),

(c) : MEP (Milieu de pelures de pomme de terre) et (d) : MG (Milieu de glucose)

Le test de déplacement d’huile a montré la formation d’un halo dans les différent

surnageant obtenus des différents milieux et avec deux souches différentes S1 et S2 apres

centrifugation.

Ces halos ont un diameétre qui difféere d’un milieu a un autre, le meilleur résultat a été

obtenue pour le milieu a base de pelures de pomme de terre dans avec un diameétre de 2.7
+0.1cm et 1.75+0.09cm pour les souches S1 et S2 respectivement a la fin de fermentation

(aprés 120 heures) suivi du milieu & base de glucose avec un diamétre de 1.95+0.01 cm et

1.4+0.1 cm.
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41

\ 4




Procédures expérimentales : Chapitre 1V

Les milieux a base de tégument de chénes et de grignon d’olives ont des valeurs de
diameétre faibles par rapport aux milieux précédents dont les valeurs de MGO 1.75+0.1 cm et
1.9£0.1 cm pour les souches S1 et S2 respectivement et les valeurs de MTC de 1.4+0.04 cm et
1.8+0.02 cm.

Ces valeurs obtenues assure qu’il y’avait une activité de surface qui implique la
présence de biosurfactants dans les milieux utilisés mais avec efficacités et quantités
différentes (Liu et al.,2013).

1VV.3.4. Test des sucres réducteurs par la DNS

Le test des sucres réducteurs est un test quantitatif qui confirme la présence des sucres
réducteurs dans le surnageants obtenus par les souches S1 et S2 en déduisant leur
concentration en utilisant la courbe étalonnage (Annexe 05) établie dans les mémes
conditions. Cette concentration différe selon le milieu et la souche utilisée. Les résultats de ce

test sont présentés dans la Figure32.
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Pour le milieu MGO, une diminution de concentration des sucres a été enregistré avec
des valeurs de 0.31+£0.01mg/ml et 0.314+0.02mg/ml jusqu’a 0.25+0.009 mg/ml et 0.23+0.005
mg/ml pour les souches S1 et S2 aprés 24 heures de fermentation .Cette diminution de
concentration est continu jusqu’elle a atteint ses valeurs minimales pour les deux souches S1
et S2 aprés 120 heures, fin de fin fermentation, avec des valeurs de 0.13+0.009 mg/ml et

0.08+0.01mg/ml respectivement.

Pour le milieu MTC la concentration de sucres réducteurs a été diminué a des valeurs
de 0.18+0.01 mg/ml et de 0.25+0.004 mg/ml d’aprés 24 heures pour les souches S1 et S2
respectivement jusqu’a apres 120 heures 0.12+£0.007 mg/ml et 0.12+0.002 mg/ml.

Pour le milieu MEP, la concentration a été diminuée des valeurs de2.2+0.007 mg/ml et
2.240.002 mg/ml pour S1 et S2 respectivement suivi d’une diminution trés rapide apres 24
heures & des valeurs de 1.3+0.02 mg/ml et 1.04+0.01 mg/ml. En outre pour le milieu MG les
valeurs sont compris entre 18.62+0.3mg/ml pour les deux souches S1 et S2 6.6+0.7 mg/ml et

8.26+0.6 mg/ml jusqu’a apres 120 heures.

D’apreés les résultats précédents, les deux souches S1 et S2 ont utilisé les différents
sucres présents dans les quatre milieux utilisés pour leur croissance en biomasse et production

de leurs métabolites comme le biosurfactants secrété dans le modQt de la fermentation.
1V.4. Extraction des biosurfactants

Les résultats de masse obtenus des biosurfactants apres extraction par solvant et ceux
obtenus apreés extraction par précipitation par HCL et aprés lyophilisation (Annexe 04), sont

enregistrés dans le tableau suivant.
Tableau 07 : Rendement des biosurfactants aprés extraction par solvant.

Extraction par solvant
MGO (mg/ml) MTC (mg/ml) MEP (mg /ml) MG (mg /ml)

Souche S1 41+0.03 83.1+0.1 133.35+0.1 223.4+0.007

Souche S2 43.85%0.02 46.1+0.2 81.55+0.2 104.7£0.09
Extraction par Acide (HCI)

Souche S1 95.2+0.01 55.25+0.3 113.37%0.07 69.45+0.04

Souche S2 35.8+0.03 35.85+0.8 . 100.75+0.05 126.45+0.006
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Selon ces résultats, le rendement des biosurfactants est tres important dans les milieux
de pomme de terre avec des valeurs de 113.37 mg /ml et 100.75 mg pour les souches S1 et S2
respectivement dans la méthode d’extraction par précipitation acide (HCL). Tandis que
I’extraction par solvant a donné les meilleurs rendements, ou des taux de 223.4 mg /ml et
104.7 mg/ml ont été notés pour la souche S1 et S2 respectivement sur le milieu a base de

glucose comme seule source de carbone (MG).

Des résultats semblables sont obtenus d’aprés les travaux de Al-Dhabi et ses collegues
qui ont utilisé le caroubier comme seule source de carbone pour la production de
biosurfactants par la souche Bacillus sp., ils ont obtenu un rendement de 0.184 mg/ml (Al-
Dhabi et al, 2020).

D’apres les travaux et les résultats de Bengoechea et ses collegues, les bactéries ont un
pouvoir de rendement de production de biosurfactants important dans les milieux a base des

sucres simples (Bengoechea et al., 2008).
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Conclusion

L’objectif de ce présent travail est d’avoir des biosurfactants moins couteux avec des
propriétés de tension active intéressante. Pour cela nous avons examiné la valorisation des
sous-produits agroalimentaires (Pelure de pomme de terre ; grignon d’olive ; tégument de

chéne vert et le glucose) pour la production de biosurfactants par deux souches S1 et S2.
Les résultats obtenue ont montré que :

*Les biosurfactants issus des milieux a base de pelures de pomme de terre et des téguments de
chéne ont des indices d’émulsification importants a des valeurs de de 82.56% et 90.63%

respectivement par rapport au milieu de glucose et de grignons d’olive.

*Les biosurfactants issus des milieux a base de glucose et pomme de terre ont un diameétre
d’halo trés grand a des valeurs 1.95 cm et 2.7 cm respectivement vis-a-vis aux milieux a base

de téguments de chénes et de grignons d’olives.

*Le rendement des biosurfactants est important pour les milieux a base des pelures de pomme
de terre et de glucose qui ont donné des valeurs de a 113.37 mg/ml et de 126.45 mg/ml

respectivement.

A la lumiére de ce travail, il est souhaitable de compléter cette étude par des
expérimentations et des approches plus approfondies, plusieurs perspectives peuvent étre

dégagées a savoir :

» Une approche moléculaire de nos souches isolées aiderait a déterminer le gene
codant la production des biosurfactants et 1’étude des différents mécanismes de

cette production;

> Détermination des facteurs affectant la production des biosurfactants par les

souches etudiées en utilisant le logiciel d’optimisation ;

» Application de ces biosurfactants dans les différents domaines tels que

pharmaceutique, agroalimentaire et environnemental.

» Enfin, il est souhaitable de réaliser une production de biosurfactant a 1’échelle

pilote dans un bioréacteur sur ces substrats.
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Annexe N°1 : Matériels et équipements utilisés.

Autoclave
Centrifugeuse
Incubateur
Réfrigérateur
Balance
Erlemnmeyer
Tubes a essai
Béchers
Flacons
Eprouvette
Boite pétrie en verre

Boite pétrie en plastique

Annexes

Agitateur
Micropipette
Plague chauffante
Etuve
pH meétre
Hotte chimique
Hotte Microbiologique
Bec bunsen
Vortex
Spatule
Spectrophotométrie

Tamis

Annexe N°2 : Milieux de culture et solution préparés

L’utilisation des milieux de culture se fais apres I’ajout de 1'eau distillée (QSP 1000 ml) et
bien chauffé le mélange et aprés 1’ajustement de pH et autoclavé le mélange a 120°C pendant
20 minutes .Pour solidifier le milieu, il suffit d'ajouter I'agar Agar en quantité suffisante

(Ronald, 1997).

> Gélose nutritive
Extrait de viande

Extrait de levure
Peptone

Chlorure de sodium
Agar

Eau distillée (QSP)
pH 7,4

1,09
2,09
5,09
5,09
15,09
1000ml



> Tryptone (g/l)

Tryptone. 15,09
Agar 15,09
Peptone papainique de soja 5,09
Chlorure de sodium 5,09
pH=7.3+0.2

» Milieu Salé Minéral (MSM)
NaCl 30g
KH2PO4 2,09
NH4NO3 1,09
Na2HPO4 3,09
MgS04.7H20 0,79
Solution de traces d’éléments 1,0ml
Eau distillée gsp 1000ml
pH=72+02

> Le bouillon nutritif (milieu liquide) (BN)

Extrait de levure 409
Tryptone 5049
Glucose 50,09
Dihydrogénophosphate de potassium 0,55 ¢
Chlorure de potassium 0,425¢
Chlorure de calcium 0,125 ¢
Chlorure ferrique 0,0025 g
Sulfate de manganese 0,0025 g
Vert de bromocrésol 0,022 g

pH=55+0.2

Annexes



> Solution de traces d’éléments Minéraux

ZnS04.7H20 10mg
CuS0O4.H20 0,50mg
MnSO4H20 0,50mg
CaCL2 20mg
FeCL3 30mg
Eau distillée gsp 1000ml

> Acétate de plomb

Anhydre. 3,250
Trihydrate 2,55¢
Décahydrate 1,699
Eau distillée gsp 1000ml

> Citrate de Simmons
Citrate de sodium
Chlorure de sodium
Sulfate de magnésium
Phosphate mono-ammonique
Phosphate dipotassique
Bleu de bromothymol
Agar
pH final : 6,8 + 0,2

19

5¢

0,29
19
19

0,089

159

Annexes



» Urée-indole
L-Tryptophane

Phosphate bipotassique
Phosphate monopotassique
Chlorure de sodium

Urée

Alcool a 95°

Rouge de phénol a 1 %

» Triple Sugar iron (TS.1)

Tryptone

Extrait autolytique de levure
Extrait de viande

Glucose

Lactose

Saccharose

Chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Citrate ferriqgue ammoniacal
Rouge de phénol

Agar agar bactériologique
pH final : 7,4 + 0,2

Annexe N°3:

Préparation de DNS

Annexes

149
39
3¢
lg
109
10 g

0,3g
0,39
0,024 g
13,5

On mélange la solution 01 et solution 02 et compléter a 1L avec de I’eau distillée.

-Solution 01
tartrate de sodium 300g
Potassium 300g

’eau distillée 500ml

Solution 02-

109

soude a 2 N. 200ml



Annexes

Annexe N°4 : Figures des résultats obtenus

o Les Résultats d’extraction par solvant

Apreés ’extraction de BS par solvants chloroforme/méthanol et séchage, le produit
final est lyophilisé(Figure)

Figure 1 : les biosurfactants apres lyophilisation

e Lesrésultats d’E24

Les résultats de I’indice d’émulsification obtenue sont mesurés dans la premiere heure apres
le début d’apparition d’émulsification et aprés 24h

Figure 2 : Les résultats de I’indice d’émulsification
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Annexe N°5 Courbe d’étalonnage

e La courbe d’étalonnage

1,6
1
A 2=0,9977 e
1,2
1
0.8

0.6

Absorbance
4

04 .....'°.
o
0,2 »

0 ee®

0 0,5 1 15 2 2,5
-0,2

Concentration (mg/ml)

Figure 3: Courbe d’étalonnage



Résumé : Le but de ce travail est d’utiliser les sous-produits agroalimentaires riches en nutriments comme
source de carbone pour la production des biosurfactants a partir des deux souches S1 et S2. Cette valorisation est
faite pour I’objectif de réduire le gaspillage alimentaire. La premiére partie concerne ’identification des souches
S1 et S2 utilisées dans cette production et d’apres les tests réalisés ces souches ont été coccobacilles gram positif.
La deuxieme partie concerne I’estimation de la production des biosurfactants sur les quatre milieux, les
éplucheurs de pomme de terre (MEPT), les grignons d’olive (MGO), les téguments de chéne vert (MT) et de
glucose (MGO)qui a était suivi par trois tests tout au long la fermentation : indice d’émulsification (E24),test de
déplacement d’huile (DDH) et dosage des sucres réducteurs (DNS). Les résultats du test d’émulsification
montrés ces résultat pour la souche 1 et la souche 02 respectivement apres 120 h 2 73.25 +0.3% et 90.69 +
0.3%pour le milieu de tégument de chéne vert ;47.93 + 0.1% et 65.25 + 0.5% pour les éplucheur de pomme de
terre ;68.3 + 0.1% et 70.2 + 0.3%, pour le glucose et de 63.33 + 1.7 et 58.96 + 1.4 pour les grignon d’olive et
pour les résultats de déplacement montrés que le diamétre d’halo pour souche 01 et souche 02 est 1.95 +0.01 cm
et 1.4+0.1 cm pour le glucose et de 2.7 £ 0.1 cm et 1.75 = 0.09 cm pour les éplucheur de pomme de terre ; 1.75 £
0.1 cm et 1.9 £ 0.1pour les grignon d’olive et 1.4 = 0.04 cm et 1.8 + 0.02 cm.Le rendement de biosurfactants
produits par les deux souches vis-a-vis les milieux utilisés différents a été déterminé aprés une extraction par
précipitation acide et par solvant. Le rendement le plus élevé a été obtenu dans le milieu a base de pelures de
pomme de terre avec un taux113.37 +0.07 pour la souche 1 et 100.75+0.05 pour la souche 2

Mots clé : Biosurfactants, sous-produits agroalimentaires, Indice d’émulsification (E24), Test de déplacement
d’huile (DDH), Dosage des sucres réducteurs (DNS).

Abstract: The purpose of this work is to use nutrient-rich agri-food by-products as a carbon source for the
production of biosurfactants from the two strains S1 and S2. This valuation is made for the purpose of reducing
food waste. The first part concerns the identification of the S1 and S2 strains used in this production and
according to the tests carried out these strains were gram positive cocco bacilli. The second part concerns the
estimation of the production of biosurfactants on the four media, potato peelers (MEPT), olive pomace (MGO),
holmoak teguments (MT) and glucose (MGO) which was followed by three tests throughout the fermentation:
emulsification index (E24), oil displacement test (DDH) and dosage of reducing sugars (DNS). The results of the
emulsification test showed these results for strain 1 and strain 02 respectively after 120 h 2 73.25 + 0.3% and
90.69 + 0.3% for the holmoak tegument medium; 47.93 + 0.1% and 65.25 + 0.5% for potato peelers; 68.3
0.1% and 70.2 + 0.3%, for glucose and 63.33 + 1.7 and 58.96 + 1.4 for olive pomace and for the displacement
results shown that the halo diameter for strain 01 and strain 02 is 1.95 + 0.01 cm and 1.4+0.1 cm for glucose and
2.7+ 0.1 cmand 1.75 £ 0.09 cm for potato peelers; 1.75 £ 0.1 cm and 1.9 + 0.1 for olive pomace and 1.4 + 0.04
cmand 1.8 £ 0.02 cm. The yield of biosurfactants produced by the two strains against the different media used
was determined after acid precipitation and solvent extraction. The highest yield was obtained in the medium
based on potato peels with a rate + 113.370.07 for strain 1 and 100.75 + 0.05 for strain 2.

Keywords: Biosurfactants, food by-products, emulsification index (E24), oil displacement test (DDH), assay of
reducing sugars (DNS).
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