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Liste des abréviations

Genres bactériens :

B. subtilis : Bacillus subtilis

E. coli ; Escherichia coli

A. niger : Aspergillus niger

B. cinerea : Botrytis cinerea

P. pastoris : Pichia pastoris

C. albicans : Candida albicans

S. cerevisiae : Sacharromyces cerevisiae
Divers :

CMI : Concentration minimale inhibitrice
CM: Capacité moussante

NRPS : “Non Ribosomal Peptide Synthetase”
PKS : “Polyketide Synthase”

GRAS : “Generally Recognised As Safe”
ARN: Acide ribonucléique

ARNr: Acide ribonucléique ribosomal
ARNm : Acide ribonucléique messager
ARNt: Acide ribonucléique de transfert
ARNtot : Acides ribonucléiques totaux
ADN : Acide désoxyribonucléique
ATP: Adénosine triphosphate

dNTP : Désoxynucléotide triphosphate
ORF: Cadre ouvert de lecture

L-: Lévogyre

D-: Dextrogyre

Gle : Glucose

Ile : Isoleucine

Val: Valine
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Leu :
Thr :
Glu :
Gln :
Asp:
Asn :
Taq Pol :

Meéthodes :
RAMOS :
CLHP:

PCR :
MALDI-TOF :

Leucine
Thréonine

Acide glutamique
Glutamine
Aspartate
Asparagine

Polymérase thermorésistante de Thermus aquaticus

Respiration Activity MOnitoring System
Chromatographie liquide haute performance
Réaction de polymérisation en chaine

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time Of Flight

Principaux produits Chimiques :

EDTA :
MOPS :
ODS :
TFA :
DTT :
X-Gal :
SSC:
BET :
TBE :
IPTG :

Unités :

Ethyléne diamine tétra-acétate

Acide 3-[N-morpholino}-propane sulfonique
Octadecyi silica

Acide trifluoro acétique

Dithiothréitol

5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-galactopyranoside
Solution saline de citrate de sodium

Bromure d’éthidium

Tris-borate-EDTA

Isopropyl B-D-thiogalactopyranoside

Unité de Densité Optique
heure

minute

metre

centimetre
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millimeétre
nanometre

millilitre

microlitre
volume/volume
potentiel hydrogéne
rotation par minute
unité formant colonie

volume d’air par volume de milieu de culture par minute
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1. Synthése bibliographique

Chapitre 1 : Synthese bibliographique
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1. Synthése bibliographique

1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. BACILLUS SUBTILIS : ORGANISME MODELE DES GRAM*

7 Les micro-organismes appartenant au genre Bacillus ont une morphologie bacilliforme
et sont le plus souvent rectilignes, ﬁ\extrémités carrées ou arrondies, de taille variable, de 0,5
x 1,2 um jusqu’a 2,5 x 10 um. Tls Sont a Gram positif, généralement mobiles grace a une
ciliature péritriche, aérobies ou aéro-anaérobies, le plus souvent catalase positive et donnant
une réponse variable au test de l’oxydasé:. Lorsque les conditions environnementales
deviennent défavorables, les Bacillus forment des spores, une seule spore par cellule
végétative, souvent trés résistantes dans le milieu extérieur. Il est intéressant de noter que ce
phénoméne de sporulation n'est pas inhibé par l'oxygene. Les Bacillus sont des germes de
I'environnement dont lllabimt principal est le sol ol ils joueraient un rdle dans les cycles du
carbone et de l'azo;e. f/La résistance des spores et la diversité physiologique des formes
végétatives en font des bactéries trés ubiquistes que 1’on peut isoler du sol, de ’eau de mer, de
I’eau douce ou de denrées alimentaires. Deux espéces ont un pouvoir pathogeéne indiscutable :
B. anthracis et B. cereus. D'autres espéces sont des pathogeénes opportunistes notamment pour
les individus débilités. B. subtilis (figure 1) n’est certes pas un pathogeéne, il n'est méme pas
considéré comme un opportuniste mais a tout de méme ét€ isolé, chez 'homme, lors
d'endocardites, de pneumonies, de bactériémies, de septicémies ou d’infections oculaires. I
est aussi responsable de quelques rares cas de toxi-infections alimentaires ou il a pu étre isolé
en grand nombre a partir d'aliments altérés (viandes froides, patés, farces, pizza, pains

complets).
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1. Synthése bibliographique

Figure 1 : Image de B. subtilis prise au microscope électronique (échelle :1 cm /2 um)

Dans le début des années soixante, la découverte de la compétence naturelle de B.
subtilis a rendu possible son étude génétique alors que cette discipline en était 2 ses
balbutiements. Depuis, « B. subtilis est sans conteste considéré comme la bactérie modele des
bactéries 3 Gram’ mais aussi comme 1’un des organismes les plus étudiés » (Sonenshein ez al.,
2001). Sa machinerie métabolique et aussi sa capacité a sporuler ont été étudiées comme un
modele des Gram' pour établir les bases de la régulation et comprendre les mécanismes de
résistance aux antibiotiques et de différenciation cellulaire. Il constitue de ce point de vue un

modele stratégique pour I'étude de bactéries pathogenes telles que B. anthracis ou B. cereus.

N

Les Bacillus sont réputés pour &tre difficiles a isoler et & mettre en culture, mais
I'espece subtilis présente la capacité de croitre assez facilement, jusqu’a atteindre de hautes
densités cellulaires, proches de 120 g/L en poids sec. Par conséquent, il a rapidement été
considéré comme un candidat 2 lindustrialisation notamment pour la production d'enzymes
telles les protéases et les cellulases, dans 1'industrie des détergents, ou encore les amylases,
utilisées dans l'industrie du pain, Sa capacité a produire naturellement un large éventail
d'antibiotiques, comme la bacitraane, en fait un organisme d'intérét également pour 1'industrie
pharmaceutique. La variété natto de B. subtilis est également utilisée au Japon pour fabriquer

un plat traditionnel a base de soja fermenté.

Toutes ces raisons ont motivé le lancement dans un effort commun, européen et
japonais, du séquencgage complet du génome de la souche de laboratoire B. subtilis 168 (Kunst

et al., 1997). Ce fut la premi¢re bactérie 3 Gram positif dont I'intégralité du chromosome était

16
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N

révélée. De I'acces a cette séquence dépendait la mise au point de nouvelles approches
expérimentales dites globales comme par exemple la transcriptomique, décrite plus en avant
dans la suite du chapitre. L'analyse bioinformatique de cette s€équence d'environ 4 millions de
nucléotides a permis de dénombrer quelques 4200 génes. Parmi eux, 60 % codent des
protéines dont les fonctions étaient reconnues de fagons putatives. Restaient par conséquent
40 % des geénes pour lesquels aucun indice suffisamment précis n’était disponible quant a leur
fonction. Le séquencage complet du génome de B. subtilis a donc permis une avancée
importante des travaux de recherche et constitue encore un réservoir important d’informations

sur I’évolution des génomes et la régulation génique.

1.2. LES PEPTIDES NON RIBOSOMAUX ET LEUR SYNTHESE

La diversit¢ des produits naturels synthétisés par les micro-organismes constitue
depuis des décennies un véritable réservoir de molécules. Ces métabolites secondaires ont été
lentement faconnés et améliorés pour leurs fonctions biologiques, résultat de millions
d'années d'évolution. IIs représentent de nos jours les échafaudages prometteurs pour le
développement de composés aux applications tres diverses. Cette optimisation peut étre
envisagée par l'optimisation in vivo de la sélectivité des procédés de synthése ou, plus
récemment, par lintroduction par génie enzymatique et par chimie combinatoire de
modifications ponctuelles qui permettent 'obtention de dérivés semi-synthétiques a partir des

structures existantes (Grunewald et Marahiel, 2006).

Parmi ces produits naturels, les produits peptidiques représentent une sous-classe
importante aux applications diverses et a I'affichage thérapeutique prometteur. Ils peuvent &tre
classés en différents groupes selon leurs voies de synthése. Les lantibiotiques, par exemple,
sont des agents antimicrobiens synthétisés par voie ribosomale et dont l'activité biologique

dépend de leurs modifications post-traductionnelles.

Les peptides non ribosomaux constituent une autre classe répandue de peptides. Ils
sont synthétis€s par une voie particuliére, dite non ribosomale, & l'aide de complexes
multienzymatiques de trés grandes tailles appelées NRPS (Non Ribosomal Peptide
Synthetase). Ces enzymes sont remarquables de par leur masse puisqu'elles peuvent atteindre

cing mégadaltons, soit une masse deux fois plus importante que celle des ribosomes.
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L’observation récente par microscopie a fluorescence (figure 2) d’une NRPS, la surfactine
synthétase, marquée a la Yellow Fluorescent protein (YFP) révele sa présence de maniere
diffuse dans le cytoplasme (Straight et al., 2007). Fait remarquable, il semblerait que les
NRPS soient visibles en simple microscopie a transmission électronique mais cette

observation demande a étre vérifiée (Straight et al., 2007).

Figure 2: A gauche : localisation par microscopie a fluorescence du méga-complexe
protéique SrfAB-YFP dans B. subtilis 3610. Au centre : visualisation par microscopie a
[fluorescence des membrane marquées au TMA-DPH (Molecular Probes, Eugene, OR). A
droite : superposition des deux images rendant compte de la diffusion de StfAB-YFP(en vert)

dans le cytoplasme (Straight et al., 2007). Echelle (barre, 1 um)

Dans la synthése non ribosomale, les NRPS jouent le role de matrice, comparable a
celui de I’ARN messager dans la voie classique, et celui d’usine de syntheése, comparable aux
ribosomes, aux ARNt et a I’ARNt synthétase. La syntheése d’un peptide d’origine non-
ribosomale fait souvent appel a plusieurs NRPS codées par des geénes organisés en opéron.
Ces derniers sont organisés par modules. Chaque module est responsable de 1’incorporation
d’un acide aminé spécifique dans la chaine peptidique en cours d'élongation. Les modules

sont eux-mémes subdivisés en domaines. Chaque domaine représente une activité

enzymatique particuliere. Il existe quatre types de domaines principaux.
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- le domaine d’adénylation (A) : il permet la reconnaissance d’un acide aminé spécifique et
son activation griace a une réaction d’adénylation ; I’acide aminé est transformé en aminoacyl

adénylate.

- le domaine de thiolation (T ou encore appelé « Peptidyl Carrier Protein ») : il permet la

fixation 1’aminoacyl adénylate sur son cofacteur phosphopanthétéinique par liaison thioester.

- le domaine de condensation (C) : il permet la formation de la liaison peptidique entre deux

acides aminés fixés a deux domaines T distincts.

- le domaine de la thioestérase (Tg) : il permet de libérer le peptide néoformé, sous forme

linéaire ou cyclique.

La figure 3 montre un exemple de syntheése par un méga-complexe formé de plusieurs
NRPS, la surfactine synthétase (Sieber et Marahiel, 2003). Ces NRPS sont au nombre de trois,
SrfA, StfB et StfC, comprenant globalement 7 modules permettant I’incorporation de 7 acides
aminés, eux-mémes subdivisés en 24 domaines responsables de 24 réactions enzymatiques

permettant I’élongation du peptide dans le sens N—C-terminal.
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Figure 3: Exemple de syntheése par un complexe de NRPS, la surfactine synthétase (Sieber et
Marahiel, 2003). Les 24 domaines, symbolisés par A (adénylation), T (thiolation), C
(condensation) et Ty (thioestérase) sont regroupés en 7 modules appartenant a 3 NRPS
distinctes, SrfA, SrfB et SrfC. Le peptide en cours d’élongation est li¢ aux domaines T de la

surfactine synthétase par des bras phosphopantéthéinique (Ppan)

Il existe trois grands types de syntheése (Mootz et al., 2002). Le premier est la

biosynthese linéaire ou il y a colinéarité entre la synthétase et le peptide produit. Cela signifie

que I’enchainement des modules de la synthétase correspond a celui des monomeres

incorporés dans le produit. Ce type de biosynthese correspond au cas le plus fréquent. Le

second type rencontré est la biosynthese itérative ol certains modules de la synthétase sont
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utilisés plus d’une fois lors de la synthése d’'un méme peptide. Enfin, le dernier type est la
biosynthese non linéaire ou ’agencement des modules de la synthétase est différent de celui
des monomeres du peptide. On peut également retrouver des monomeres incorporés au sein
du peptide qui ont une origine autre que celle de la synthétase. Il peut y avoir par exemple,
incorporation de parties synthétisées par des domaines de polycétide synthases PKS. Les
polycétides sont dérivés de la polymérisation de sous-unités propionyles et acétyles dans un
procédé similaire a la synthése d’acides gras. Les domaines PKS peuvent &tre présents en
amont des premiers domaines NRPS. On obtient alors une synthétase mixte PKS/NRPS

comme dans le cas de la mycosubtiline synthétase (Duitman et al., 1999).

Les peptides non ribosomaux présentent un large éventail d’activités biologiques et de
propriétés pharmacologiques (Schwarzer et al., 2003). En effet, certains peptides synthétisés
par cette voie ont un pouvoir antibiotique antibactérien. Les plus illustres exemples sont la
pénicilline et la céphalosporine, (Byford ef al., 1997) synthétisées a partir d’'un précurseur
peptidique non ribosomal commun, le tripeptide-ACV. D’autres substances ont les mémes
propriétés comme la tyrocidine A (Marques et al., 2007), la gramicidine S (Simakova et al.,
1985) et la vancomycine (Caillon et al., 1989). La cyclosporine A est quant a elle considérée
comme un agent immuno-suppressif (Ryffel et al., 1994). La bléomycine A2 (Muller et al.,
1983) et 1’épothilone (Tang er al, 2000) montrent des activités cytostatiques permettant
d’envisager leur utilisation dans la lutte contre le cancer. La bacillibactine (May et al., 2001),
la yersiniabactine (Gehring et al.,, 1998), la vibriobactine (Keating er al, 2000) et la
pyoverdine (Mossialos et al., 2002) ont toutes des propriétés de chélatants du fer. On les
appelle des sidérophores. Les iturines et en particulier la mycosubtiline montrent des
propriétés antifongiques intéressantes (Besson et Michel, 1989). Une -caractéristique
importante des peptides non-ribosomaux est d'€tre non seulement assemblés a partir des 20
acides L-aminés protéogéniques mais aussi a partir de centaines d'autres composés aux
structures remarquables tels que des acides gras liés aux extrémités N-terminales, des résidus
N-ou C-méthylés, des résidus N-formylés, des éléments hétérocycliques, des acides aminés

glycosylés, des acides D-aminés ou des résidus phosphorylés (Sieber et Marahiel, 2005).
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Figure 4: Exemples de structures de peptides naturels synthétisés par la voie non ribosomale

(Sieber et Marahiel, 2005)

Des structures choisies de quelques peptides non-ribosomaux sont montrées dans la

figure 4. Ces composés ont en commun la forte contrainte stérique imposée a leur structure

Celle-ci assure l'activité biologique car une conformation stéréochimique précise est souvent

exigée pour l'interaction avec la cible moléculaire (Kohli et al., 2001)

Ces contraintes peuvent étre imposées par un hétérocycle. Dans le cas de la

bacitracine, 1'é1ément hétérocyclique permet une complexation cation-dépendante spécifique

du groupement phosphate d'un transporteur lipidique de type isoprényl impliqué dans la
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synthése de la paroi bactérienne, menant a une déplétion de ce transporteur et finalement au
blocage de la syntheése de la paroi (Toscano et Storm, 1982). Dans le cas de la vancomycine,
l'ossature de I'heptapeptide est rigidifiée par une liaison covalente atypique entre deux cycles
aromatiques. La conformation remarquable de ce glycopeptide permet ensuite 1'établissement
de cing liaisons hydrogeénes avec les terminaisons N-acyl-D-Ala-D-Ala des chaines du
peptidoglycane bactérien ce qui inhibe les étapes de transglycosylation et/ou de
transpeptidation nécessaire a la synthese de 1a paroi (Barna et Williams, 1984). Dans le cas de
la mycosubtiline, la contrainte dans la structure est obtenue grice a la cyclisation de
T'heptapeptide et a la présence d'une L-Pro dans le cycle, qui permet notamment au groupe
carbonyl de la Ser en position 6 d’interagir avec son propre groupe hydroxyl (Genest et al.,
1987). La conformation obtenue permet a ce lipopeptide de s'introduire dans la bicouche
lipidique pour la désorganiser en formant des oligoméres. Ces derniers sont constitués
d'agrégats de lipopeptides, de complexes lipopeptides-phospholipides ou lipopeptides-
phospholipides-stérols qui ont la propriété de conduire les ions. Les canaux formés
s'élargissent progressivement et entrainent la fuite de composés intracellulaires : cations
potassium, nucléotides, protéines, polysaccharides et lipides (Maget-Dana et Ptak, 1990)

provoquant la mort de la cellule cible.

1.3. LIPOPEPTIDES DE B. SUBTILIS

Les lipopeptides de B. subrilis sont synthétisés par la voie non ribosomale. Les
iturines, les surfactines et les fengycines constituent les trois principales familles de ces
hétéropeptides (Schneider et al., 1999) (Bonmatin et al., 2003). La structure générale des
lipopeptides est un cycle peptidique de 7 L- et D-acides oi-aminés (iturines, surfactines) ou de
huit L- et D-acides o-aminés (fengycines). Le cycle heptapeptidique est directement 1i€ en
d’une longue chaine hydrocarbonée par une liaison ester (surfactines) ou une liaison amide
(iturines). Le cycle octapeptidique de la fengycine est formé a partir d’'un décapeptide par
liaison ester interne entre la fonction hydroxyl de I’acide a-aminé C-terminal, la D-Tyr, et la
fonction carboxyl de la D-alloThr. Le décapeptide est 1i€ a son extrémité N-terminale par

liaison amide a une chaine hydrocarbonée f-hydroxylée (Vanittanakom et al., 1986).

La grande diversité des lipopeptides s’exprime par I’incorporation dans leur structure

primaire de différents acides aminés et acides gras. Les surfactines peuvent ainsi présentent

1
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ainsi une variété d’homologues de substitution des constituants de la partie heptapeptidique

(tableau 1).

Tableau 1: Séquences peptidiques des homologues de surfactine de B. subtilis. Les acides aminés de

substitution sont en gras

Noms Acides aminés et position Références
(sérieDou L)
L1 L2 D3 L4 L5 D6 L7
S Glu Teu Leu Val Asp Leu Len 1
[GInl] S GlIn Leu Leu Val Asp Leu Leu 2
[Ala4] S Glu Leu Leu Ala Asp Leu Leu 3
[Leud] S Glu Leu Leu Leu Asp Leu Leu 4
[ILe4] S Glu Leu Leu Ile Asp Leu Leu 4
[Val7] S Glu Leu Leu Val Asp Leu Val 5
[Ne7] S Glu Leu Leu Val Asp Leu Ile 6
[Mled,7]1 S Glu Leu Leu Ile Asp Leu Ile 7
[Me2,4,71 S Glu Ile Leu Ile Asp Leu Ie 7
[Me2] [Val7] S Glu Tle Leu Val Asp lLeu Val 4
[Val2] [11e7] S Glu Val Leu Val Asp Leu Ile 4
[Val2,7] S Glu Val Leu Val Asp Leu Val 4
[Mle2,4] S Glu Tle Leu Val Asp Leu Ile 4

1 (Kakinuma et al., 1968); 2 (Trischman et al., 1994);

3 (Peypoux et al., 1994); 4

(Bonmatin et al., 1994); 5 (Peypoux et al., 1991); 6 (Baumgart et al., 1991); 7
(Grangemard et al., 1997)

1.4. LA MYCOSUBTILINE : UN LIPOPEPTIDE ITURINIQUE DE B. SUBTILIS

1.4.1. FAMILLE DES ITURINES

L’isolement des iturines a partir de surnageants de culture de B. subtilis remonte aux

années 40. Ces iturines avaient été décrites sous divers noms tels que la mycobacilline en

1958 ou I'antibiotique de Raubitschek en 1950 pour designer en fait 1’iturine A dont la

composition en acides o-aminés avait ét€ doublement estimée.

Des études structurales ont permis la distinction de six iturines (tableau 2): la

bacillomycine subdivisée en bacillomycine D (Peypoux et al., 1980) (Peypoux et al., 1984),

24



1. Synthése bibliographique

F (Peypoux et al., 1985), L (Peypoux et al., 1984), L. (Eshita et al., 1995), la mycosubtiline
(Walton et Woodruff, 1949) et I'iturine A (Garbay-Jaureguiberry er al, 1978). Notons

I’existence d’autres formes mineures, les iturines B, C, D et E et les mycosubtilines B et C.

Tableau 2: Séquences peptidiques des principales iturines et leurs isoformes. BLC, BL, BD et BF
représentent les bacillomycines LC L, D et F; IA, Uiturine A ; MS, la mycosubtiline. i = iso; a =

anteiso et n = normal

Acides gras B-aminés

Noms Acides aminés
majoritaires

Ll D2 D3 14 L5 D6 L7
BLC Asn Tyr Asn Ser Glu Ser Thr
BL Asp Tyr Asn Ser Gin Ser Thr nC-14, aC-15, iC-15
BD Asn Tyr Asn Pro Glu Ser Thr nC-14,nC-16, iC-15
BF Asn Tyr Asn Gln Pro Asn Thr iC-15,aC-17,iC-17
IA Asn Tyr Asn Gln Pro Asn Ser nC-14,aC-15,iC-15
MS Asn Tyr Asn Gln Pro Ser Asn iC-16, aC-17, iC-17

Les iturines possédent une structure cyclopeptidique (Delcambe et al., 1977) (Besson
et al., 1978b) dont les acides o-aminés de type asparagine, glutamine, thréonine, sérine,
proline et tyrosine sont les constituants les plus fréquents. Tous les antibiotiques ituriniques
sont caractérisés par une séquence chirale invariable d’acides a-aminés (LDDLLDL) avec un
résidu tyrosine en position 2 et un résidu asparagine en position 3. Le cycle peptidique de ces
molécules est directement lié a une chaine d’acide gras B-aminé dont la longueur peut varier

de 14 a 17 atomes de carbone. L.a masse moléculaire de ces antibiotiques varie de 1021 a
1099 daltons.

Les bacillomycines se caractérisent principalement par la présence de la L-thréonine
en position 7 accompagnée d’autres spécificités suivant le sous groupe. Ainsi, avons-nous une
substitution de I’asparaginel par I’acide L-aspartique et la présence d’un deuxi€éme résidu
sérine dans la bacillomycine L; de mé&me la bacillomycine D présente un résidu Glu au lieu de
Gln dans les autres cas. Ces spécificités sont répertoriées dans le tableau 1. Besson et Michel

ont isolé en 1988 des bacillomycines F, (C52H81N11015), F. (C52H30N10016) qu1 difféerent de

25



-

1. Synthése bibliographique

bacillomycine F ou F, (Cs;HgN2014) par la présence de groupements carboxyliques libres.

La position de ces modifications n’a pas été déterminée avec exactitude.

La structure de la mycosubtiline a été résolue en 1976 par Peypoux et ses
collaborateurs. Une structure corrigée sera ensuite publiée (Peypoux er al., 1986). La
mycosubtiline se distingue de I’iturine A uniquement par ’inversion des acides aminés en
position six et sept. D’autres composés mineurs sont les mycosubtiline B et C (Besson et
Michel, 1990). L’apparition de ces composés minoritaires serait due aux procédures
d’isolement de ces molécules; la chaine latérale de I’asparagine ou de la glutamine pouvant
étre hydrolysée pour donner de 1’acide aspartique et glutamique dans les conditions tres acides

d’extraction utilisées.

Des dérivés mineurs d’iturines ont aussi été détectés au cours d’autres purifications :
elles different de I’iturine A par le remplacement d’un groupement amide par un groupement
carboxylique et vice versa. Il s’agit des iturines B, C (Peypoux et al., 1978) et D (Besson et
Michel, 1987). L’iturine E est obtenue quant a elle suite a la méthylation des groupements
carboxyliques de ces acides aminés (Besson et Michel, 1987). Un échantillon d’iturine a été
appelé iturine A; pour sa forte teneur en acides gras a longue chaine carbonée (Winkelmann
et al., 1983).

Les conformations spatiales de iturine A (Genest et al., 1985), de la mycosubtiline
(Genest et al., 1987) et de la bacillomycine L (Volpon et al., 1999) (Volpon et al., 2007) en
solution ont été étudi€es par RMN (lH et 13C) a deux dimensions et par modélisation. La
structure de I’iturine A est stabilisée par 2 coudes B qui la rendent rigide, particulierement
dans la région de la L-Pros-D-Asng. Ces coudes B impliquent des liaisons hydrogénes entre le
CO de la L-GlIng et les NH de la Ser; et de ’acide gras B-aminé. Les chaines latérales des
acides aminés (celle de la D-Tyr spécialement) ont un grand degré de liberté, ce qui permet
des interactions avec I’environnement (Genest et al., 1985) (Marion et al., 1986). Dans le cas
de la mycosubtiline, le cycle peptique est plutdt rigide dans la région de la L-Pros et stabilisé
par un équivalent du coude ¥ (C; bend), ce qui permet au groupe carbonyl de la Sers
d’interagir avec son propre groupe hydroxyl (Genest et al., 1987). La simple inversion des
deux derniers acides a-aminés de I’iturine A (Serg-Asn;) entraine une conformation différente

de 1a mycosubtiline (Asn;-Sers) (figure 5).

26



1. Synthése bibliographique

Figure 5 : Modéles spatiaux de la mycosubtiline (a) et de l'iturine A (b) (Maget-Dana, 1994)

Les études de modélisations moléculaires réalisées dans le cadre de 1a thése de Hbid
en 1996 montrent que ces deux molécules présentent une structure en “cuvette a bord plat”
dans laquelle la tyrosine est toujours dégagée vers I’extérieur du cycle et 1’asparaginyl-3, dans
le méme sens que P'acide gras $-aminé. De plus, concernant la mycosubtiline, la proline5 etla
sérine® sont dans le plan de la cuvette. Les asparaginyl-1 et 7 ainsi que la glutaminyl-4 sont
sur le bord mais orientés vers I’extérieur de la cuvette. Chez I’iturine A, les groupements
asparaginyl-1, glutaminyl-4 et séryl-7 sont orientés dans le sens opposé a ’acide gras B-
aminé; la proline’ reste dans le plan du squelette peptidique et l’asparagine6 est orientée dans
le méme sens que 1’acide gras B-aminé. Malgré la structure semblable en “cuvette a bord plat”
de ces deux iturines, le cycle peptidique de la mycosubtiline est plus dilaté par rapport a celui
de l'iturine A. Ces différences semblent n’avoir aucun effet sur les activités biologiques,
hémolytique et antifongique, des deux molécules mais favoriseraient une meilleure interaction

de la mycosubtiline avec la surfactine.

1.4.2. PROPRIETES DES ITURINES

N

Les lipopeptides appartenant & la famille des iturines présentent les propriétés
caractéristiques des composés amphiphiles. Les activités biologiques, physico-chimiques, de
surface et interfaciales sont étroitement liées a 1’organisation de ces molécules en micelles

telles que cela a été décrit pour la surfactine (Osman et al., 1998).
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1.4.2.1. PROPRIETES TENSIOACTIVES ET MOUSSANTES

Mis en solution aqueuse, les lipopeptides s’agrégent spontanément pour former des
micelles dans lesquelles la partie polaire est exposée a 1’eau. Ces molécules agissent comme
des surfactants, elles diminuent la tension superficielle des solutions aqueuses suite a leur
adsorption a l'interface air- eau ol elles forment une monocouche. Peu de données sont
disponibles sur la mycosubtiline, en revanche, la surfactine et aussi liturine A ont été
largement étudiées (Maget-Dana et al., 1992). Les parametres de surface des lipopeptides
varient peu avec la température mais ils sont largement affectés par le pH de la solution. La
présence de sel dans la phase aqueuse influence également ces paramétres, par exemple le
NaCl diminue la CMC (Thimon ef al., 1992). Des études ont été menées sur la capacité des
lipopeptides a produire des mousses. Par exemple, a longueur de chaine lipidique égale, la

surfactine forme une mousse plus dense que ’iturine A mais cette derniére assure une

meilleure stabilité de la mousse (Razafindralambo et al., 1998).

Les propriétés de surface des iturines sont moins remarquables que celle de la
surfactine. En effet, la tension interfaciale a la CMC atteint la valeur 27 mN/m pour la
surfactine alors qu’elle approxime 50 mN/m pour les iturines (tableau 2). Les surfactines

forment aussi plus facilement des micelles avec une valeur de CMC de 9 pM.

Tableau 2: Propriétés interfaciales des antibiotiques ituriniques comparées a celles de la surfactine

(Thimon et al., 1992)

Lipopeptides  y cmc (mN/m) @CMC (25°C) (uM)
Surfactine 27* 9
Iturine A 54,5 43
Iturine C 49,5 80
Mycosubtiline 55 37
Bacillomycine L 46 160
Bacillomycine D 53 170
Bacillomycine F 50,5 27

2)

™ Tension interfaciale 2 la concentration micellaire critique; © concentration

micellaire critique.
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Des effets de synergie entre iturines et surfactine ont été reportés. Par exemple la
possibilité de formation de micelles mixtes entre I’iturine A et la surfactine, en 1’absence de
cations minéraux, améliorerait les interactions entre la membrane érythrocytaire et 1’iturine A

(Thimon et al., 1992).

1.4.2.2. PROPRIETES BIOLOGIQUES

1.4.2.2.1. Activité antifongique

Des trois familles de lipopeptides, ce sont les iturines qui présentent le plus grand
spectre d’activité antifongique. Elle agit aussi bien sur les champignons filamenteux que sur
la levure Saccharomyces cerevisiae (Besson et al., 1979) (Besson et Michel, 1989) (Latoud et

al., 1990).

Le mécanisme d’action des iturines proposé est le suivant: aprés avoir atteint la
membrane cytoplasmique de la cellule cible, elles s’y introduisent et désorganisent la
bicouche lipidique en activant les phospholipases in situ. Ces lipopeptides forment alors des
oligomeres (agrégats de lipopeptides ou complexes lipopeptides-phospholipides ou
lipopeptides-phospholipides-stérols) conducteurs d’ions. Les pores formés vont s’élargir
progressivement et vont entrainer la fuite de cations potassium (K*) intracellulaires, de
nucléotides, de protéines, de polysaccharides et de lipides (Latoud ez al., 1987) Maget-Dana
et Ptak, 1990).

La présence du résidu D—'I“yrosyl en position 2 des iturines joue un rdle important
puisqu'une méthylation de ce résidu diminue drastiquement leur activité biologique de méme
que leur effets sur des membranes modeles (Harnois et al., 1989). Le tableau 3 présente une
comparaison des CMI et QMI pour différents lipopeptides de B. subtilis et le tablean 4

présente ces mémes activités pour des homologues différents d’iturine A.
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Tableau 3: Comparaison des concentrations
minimales inhibitrices (CMI) de différentes
iturines vis-a-vis de S. cerevisiae (Thimon et

al., 1992)

Lipopeptides CMI vis-a-vis de
S. cerevisiae
(ng/mL)

Iturine A 20
Mycosubtiline 8
Bacillomycine L 60
Bacillomycine F 10
Bacillomycine D 250

1. Synthése bibliographique

Tableau 4: Quantité minimale inhibitrice
(OMI) des homologues d’iturine A vis-a-vis de

S. cerevisiae NCYC 366 (Hbid, 1996)

Homologues de QMI vis-a-vis
lipopeptides de S. cerevisiae
(He)

Iturine A nC-14 20
Iturine A iC-15 15
Iturine A iC-16 5
Iturine A nC-16 3
Iturine A aiC-17 1

Le tableau 3 montre que la mycosubtiline est le lipopeptide iturinique qui a le pouvoir

antifongique le plus important. La CMI de la mycosubtiline vis-a-vis de S. cerevisiae atteint 8

uM. Une étude sur I’effet de la longueur de la chaine et de 1’isomérie des iturines A montre

que P’activité antifongique est d’autant plus élevée que la chalne est longue. De plus, il

semblerait que 1’isoforme nC-16, soit plus active que 1’isoforme isoC-16.

1.4.2.2.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est restreinte pour les iturines a un petit nombre de souches:

Micrococcus luteus et Sarcina lutea. La lyse des propoplastes de ces bactéries est accentuée

en présence d’EDTA mais inhibée avec du MgCl,. La méthylation des groupements aspartyl

de la bacillomycine L provoque une activité Iytique non observée naturellement (Besson et

al., 1978a) (Peypoux et al., 1979).
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1.4.2.2.3. Activité hémolytique

Les iturines possédent une importante activité hémolytique. Cet effet hémolytique est
fortement inhibé par la présence de cholestérol libre ou inclus dans les liposomes de
phosphatidylcholine-cholestérol, ce résultat est di a V'association de I’antibiotique aux
liposomes (Besson et al, 1989). La baisse de cette activité est aussi observée lorsque
I’hémolyse a lieu dans un plasma contenant du dextran a haut poids moléculaire; de méme
lorsque la tyrosine des iturines est substituée, on constate une diminution d’un facteur dix de
cette activité. Par contre, I’ajout de la phospholipase A, (PLA;) a la suspension d’érythrocytes
favorise I’hémolyse & hauteur de 20 % (Latoud et al., 1986).

L’activité hémolytique de Viturine A et son interaction avec les membranes
d’érythrocytes sont améliorées en présence de surfactine. La modification de ces propriétés
serait due a la formation de micelles mixtes. Ce type de complexe est facilement généré
lorsque les deux lipopeptides se trouvent dans des solutions aqueuses en absence de cations
minéraux (Thimon et al, 1992) (Maget-Dana er al., 1992). Le tableau 5 présente une
comparaison des activités hémolytiques de différentes iturines de B. subtilis et le tableau 6

présente ces mémes activités pour des homologues différents d’iturine A.

Tableau 5: Comparaison des concentrations Tableau 6: Concentration des homologues
donnant 100% d’hémolyse (valeurs calculées d’iturine A et de surfactine donnant 50%
pour une suspension d’érhytrocytes de 2,5. 1 o° d’hémolyse (Hbid, 1996)
cellules/ml) (Quentin et al., 1982) (Besson et
al., 1989) Homologues  Conc. donnant 50%
Iturines Concentration d’iturine A d’hémolyse (LM)
provoquant 100% Iturine A nC-14 26
d’hémolyse (pg/mL) Iturine A iC-15 20
Tturine A 25 Iturine A iC-16 15
Mycosubtiline 7,5 Iturine A nC-16 14
Bacillomycine L 15 Iturine A aiC-17 9
Bacillomycine F ND
Bacillomycine D 30
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La mycosubtiline a la meilleure activité hémolytique puisque seulement 7,5 pg/mL
sont nécessaires pour provoquer 100% d’hémolyse. Les tests menés avec les homologues
d’iturine A montrent que la longueur de la chaine carbonée joue un rdle important dans

I’activité hémolytique.

1.5. SYNTHESE DE LA MYCOSUBTILINE CHEZ B. SUBTILIS

1.5.1. LA MYCOSUBTILINE SYNTHETASE : UNE ENZYME MULTIFONCTIONNELLE HYBRIDE

La synthése de mycosubtiline est accomplie par la mycosubtiline synthétase, MycS,
une enzyme hybride PKS/NRPS. L’opéron codant pour MycS a été identifié et séquencé chez
B. subtilis ATCC 6633 (Duitman et al., 1999). Cet opéron, large de 38 kb, comprend 4 cadres
ouverts de lecture (ORFs): fenF, mycA, mycB et mycC. 1l est encadré par une séquence
“terminateur” située a 685 bp en amont du premier ORF (Aron et al., 2007) et une autre 71 bp
en aval du demier ORF (mycC). Comme dans la plupart des opérions, les régions
intergéniques des 4 ORFs contiennent chacune une séquence de Shine-Dalgarno. Le premier
OREF de I’opéron de la mycosubtiline, fenF, code pour une protéine de 45,2 kDa similaire a
une malonyl-CoA transacylase (ou acyltransférase). FenF a pour fonction de charger sur le
domaine ACP2 le motif malonate nécessaire a 1’élongation du lipopeptide. Les autres ORFs,
mycA, mycB et mycC codent pour des protéines ayant des masses molaires respectives de
449.3 kDa, 612,3 kDa et 297,9 kDa. Comme le montre la figure 6, sept modules d’activation
d’acides aminés sont identifiés: un module dans la sous-unité MycA de la mycosubtiline
synthétase, quatre modules dans MycB et deux modules dans MycC. Les modules Tyr, Asn et
Ser contiennent des domaines d’épimérisation E, ce qui confere une configuration D- aux

acides aminés qui y sont activés.

Myc A présente une structure fonctionnelle remarquable faisant de lui le premier
exemple d’une enzyme naturelle hybride d’acide gras synthétase, d’aminotransférase et de
peptide synthétase (Duitman et al, 1999). En effet, le domaine KSD présente 53%
d’homologie avec les P-cétoacyl synthétases. Ce domaine est suivi d’'un domaine AMT,

présentant 54% d’homologie avec les glutamate-semialdéhyde aminotransférases.
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Figure 6: Biosynthése de mycosubtiline par la mycosubtiline synthétase MycS. Le domaine
FenF est une acyltransférase. Les 11 domaines de MycA sont symbolisés par AL (acyl ligase),
ACP (acyl carrier protein), KS (ketide synthase-docking), AMT (amino-transférase), C
(condensation), PCP (peptidyl carrier protein) et A (adénylation). Les 21 domaines de MycB
et MycC sont symbolisés par A (adénylation), T (thiolation), C (condensation) et Ty
(thioestérase). Le peptide en cours d’élongation est lié aux domaines T de la mycosubtiline

synthétase par des bras phosphopantéthéinique (Ppan)

Le domaine AL présente 49% de similarité avec les acyl-CoA ligases des longues
chaines d’acides gras et posséde un site de fixation d’ATP. Il fonctionne de pair avec le
domaine ACP1. Il permettrait 1’activation de I’acyl puis le chargement d’un acyl-adénylate
sur le thiolate du bras phosphopanthétéinique du domaine ACP1. Le chargement de 1’acyl
semblerait ne pas dépendre de la longueur de se chaine carbonée lorsque celle-ci est comprise
entre C-10 et C-16 (Hansen et al., 2007) ouvrant la voie au développement d’analogues plus
actifs. Aucune donnée n’est encore disponible sur la spécificité du chargement d’ACP1 en

fonction de I'isomérie, -n, iso, ou anteiso, de la chaine d’acyl.

Les domaines ACP1 et ACP2 présentent 45% de similitude avec les protéines
porteuses de groupement acyl, ils contiennent tous deux un site de fixation du cofacteur 4’-
phosphopanthétéine. Les acyltransférases impliquées dans la syntheése des acides gras opérent
généralement selon un mécanisme complexe de type ping-pong bi-bi. Partant de 1’hypothese
ou FenF opérerait de méme, des études récentes de cinétiques enzymatiques ont permis de
mieux appréhender les spécificités entre FenF, les différents sites de fixations d’acyl de
MycA, a savoir ACP1 et ACP2, et le malonyl-CoA ou différents analogues du malonyl-CoA
(Aron et al., 2007).

Ces études montrent que FenF charge de fagon trés spécifique le malonyl-CoA sur les
domaines ACP, sans toutefois distinguer réellement ACP2 d’ ACP1. Ce manque de spécificité
ouvrirait des perspectives pour le développement d’analogues plus actifs. Il est & noter que le
role jusque-la inexpliqué du segment D du domaine PKS pourrait étre 1i€ a la régulation du
temps de transfert du malonyl sur ACP2 mais ce n’est a ce stade qu'une hypothése (Aron et
al., 2007).
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Le domaine KS assure la condensation de 1’acyl thioester et du malonyl thioester
portés par les domaines ACP1 et ACP2. L’activité B-cétoacyl synthétases du domaine KS
permet ’obtention d’un B-céto acyl thioester porté par le bras phosphopanthétéinique du
domaine ACP2. Les domaines KS et ACP2 de MycA constituent dans une ébauche de module

PKS puisque 1’activité acyltransférase présente dans un module PKS n’est pas présente.

Contrairement a la synthése des acides gras classiques, le B-céto acyl thioester n’est
pas converti en acide gras apres réduction et hydratation. Il est converti en B-amino acyl grice
au domaine AMT, présentant 54% d’homologie avec les glutamate-semialdéhyde
aminotransférases. En raison de la faible spécificité du domaine AMT pour son substrat, il
représente la-encore un bon candidat pour des modifications génétiques dans la perspective de
synthétiser des molécules semisynthétiques plus actives (Aron et al., 2005). Le domaine de
condensation qui suit AMT permet de fixer le B-amino acyl par liaison thioester sur le bras

phosphopanthétéinique du domaine PCP1.

Pour finir, les domaines C en position 8, A et PCP2 constituent le module peptide

synthétase ou NRPS de MycA. Ce module permet I’incorporation de la L-asparagine.

1.5.2. SYNTHESE DU MOTIF D'ACIDES GRAS
La prédominance des acides gras constitutifs branchés C-15 et C-17 est montrée chez
B. subtilis des les années 60. Des études ultérieures (Kaneda, 1967) ont permis la découverte

de trois autres acides gras branchés: iC-14, iC-16, et aiC-17.

Série n-

COCH

Série iso
CH,

Hac)\/\/\/\/\/\COOH
Série antéiso

HsCWCOOH
CH,
Figure 7: Séries des isoformes d’acides gras n, iso et anteiso. Exemples donnés pour ’acide

gras C14H2802.
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Des analyses ont montré que les acides gras saturés iso et anteiso (figure 7)
représentent 60 & 90% des acides gras totaux de B. subtilis (Bishop et al., 1967). Dans la
majorité des cas, la synthése de novo des acides gras consiste en la condensation répétée du
malonyl-ACP avec 1'acétyl ACP par la palmitate ou l'acide gras synthétase ; le produit final
étant I’acide palmitique lorsque le cycle est répété six fois et que le motif élémentaire de la

synthese est un acétyl-ACP.

Chez B. subtilis, les motifs élémentaires appelés chaines initiatrices de la palmitate
synthétase sont plutdt des esters a courtes chaines d’acyl-ACP branchés, tels que 1’isobutyryl,
I’isovaléryl et le méthyl-2-butyryl (Kaneda, 1973). Le malonyl-ACP joue le role d’élongateur
de la chaine carbonée et le NADPH de cofacteur donneur d'électrons. Avec comme motif
élémentaire le méthyl-2-butyryl -ACP, 1'équation globale de cette réaction peut s’exprimer

comme suit;

méthyl-2-butyryl -ACP + 5 malonyl-ACP + 12 NADPH + 12 H*—Acide gras aiC-15 + 6 CO,
+ 12 NADP*

L’isobutyryl-CoA, T'isovaléryl-CoA et le méthyl-2-butyryl-CoA proviennent de la
transformation de 1’a-cétoisovalérate, 1’a-cétoisocaproate, et le L-a-céto--méthylvalérate
sous la catalyse d'une a-cétoisovalérate déshydrogénase. Ces composés intermédiaires
dérivent de la synthése de novo soit de 1’apport exogéne respectif de la valine, de la leucine et
de V’isoleucine. Nous discuterons dans la suite du travail de I'importance de ce carrefour
métabolique pour l'obtention des mycosubtines branchées, particulierement pour 1isoforme

anteisoC-17.

Les facteurs environnementaux peuvent affecter le profil des acides gras synthétisés
chez B. subtilis et la proportion relative des différentes séries d’acides gras peut varier suivant
I'espece (Kaneda, 1968) (Kaneda et Smith, 1980). L'ajout d'un certain nombre de substrats

peut modifier les proportions d'acides gras dans la cellule (tableau 7).
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Tableau 7 : Différents types de substrat (acide aminés, a-céto acides, acides a courte chaine et autres)

qui permettent d’augmenter, par ajout dans un milieu de culture standard, les proportions naturelles

des séries d’acides gras constitutifs de B. subtilis (indigué en %) (Kaneda, 1966)

isoC14 isoC-15 anteisoC-15 nC-14 nC-15
isoC-16 isoC-17 anteisoC-17 nC-16 nC-17
(14%) (21%) (57%) 8%) (<1%)
Acide aminé L-Valine L-Leucine L-Isoleucine L-Norvaline L-Norvaline
L-thréonine L-a-cétobutyrate
a-Céto acide a-Céto a-Céto L-o-Céto méthyl a-Céto a-Céto butyrate
isovalérate isocaproate valérate valérate
Acide a Isobutyrate Isovalérate D-o- n-Butyrate Propionate n-
courte chaine Méthylbutyrate valérate

Outre les trois précurseurs d’acides gras précités, un certain nombre d’acides gras a

chaines courtes (Cs & Cg) pourraient servir a I’initiation “artificielle” des acides gras a plus

longue chaine (Kaneda, 1963).

Branched - choin acd

synthetaie

Ca—?oC°~Acyl Coh

esters
.
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Straight-chain acid
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aster

s/
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C2~ to C&-Acyt ACP

#aters
§ Chain
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(;rz-mCu_ACP
esters

’

€,510C,g-Acids

Figure 8 : Voies métaboliques de deux acide gras synthétase. A / catalyse opérée par I’acyl-
CoA-ACP transacylase et B / catalyse opérée par I’acétyl-CoA-ACP transacylase (Kaneda,
1977)
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Le produit final, la nouvelle chalne d’acide gras libre formée, serait relaiché dans le
milieu par ’ACP suite & une hydrolyse enzymatique. La différence majeure entre les
synthétases d’acides gras branchés et celles d’acides gras linéaires réside dans leur spécificité
face a l'initiateur de la chalne catalysé par la transacylase acyl-CoA-ACP. La premiére
préfere les esters d’acyl-CoA de trois a six carbones, tandis que la seconde utilise les esters
d’acyl-CoA de deux a trois carbones. La figure 8 schématise ces deux voies de synthése
d’acides gras saturés par leur synthétase respective (Kaneda, 1977). La figure 9 résume les
principaux éléments et facteurs nécessaires a la biosynthése des acides gras branchés. Les
facteurs principaux affectant les proportions relatives des séries d’acides gras branchés

peuvent donc étre classés en 3 catégories:

i L’activité relative face aux trois précurseurs de chaines d’acides gras de I’acide

gras synthétase au niveau de I’étape C.

ii. La disponibilité relative des précurseurs de chaines d’acides gras dans les trois

voies, endogeéne (voie A;) et exogenes (voies A; et D).

iii. La quantité des élongateurs de chalnes (“donneur de C;” a I’étape C).
Glacoss Paptides
i |
| ;
1 Pyruvate {soteucine
a-Kerchutyrate Valine
{Endogenous precursors} Leucine

P {Exngenous pracursors}
\’\ :,/
B

2-Methylbutyrate
lsobutyrate
hovaisrgte

Pmaefué- CondC ;rirunl-tp—

¢ /‘C, -doner” {Expgancys suhstrates)
4

EE ranthad- chain farz uids;

Figure 9 : Précurseurs et voies de biosynthése d’acides gras branchés (Kaneda, 1977)

D’autres facteurs environnementaux comme la température affectent les proportions

relatives des séries d’acides gras branchés chez B. subtilis. Il est connu que lors d’un choc
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thermique par le froid, la membrane plasmique bactérienne se rigidifie. Pour éviter de
perturber la fonction de transport de la membrane, B. subtilis s’adapte en modifiant la
composition lipidique de sa membrane. Cette adaptation se traduit principalement par
I’augmentation de la proportion des acides gras saturés branchés anteisoC-15 et anteisoC-17

au détriment des isoformes iso (Klein et al., 1999).

A ce titre, et pour les raisons évoquées sur la figure 9, une source exogéne d’isoleucine
incorporée dans le milieu de culture permet a B. subtilis de mieux résister au froid (Klein ez
al., 1999). De plus, des analyses transcriptomiques (Beckering et al., 2002) (Kaan et al.,
2002) ont mis en évidence, lors de choc froid, la surexpression de génes codant pour des
petites protéines, appelées protéines de choc froid ou CSP, plus particulierement CspB et
CspC. Il s’agit en fait de protéines (Graumann et Marahiel, 1999) capables de se fixer sur
I’ARNm. Elles interviennent dans la régulation de la traduction en stabilisant les ARNm et en
empéchant la formation de structures secondaires. Une hypotheése intéressante découlant du
travail de Klein et al., 1999 serait qu’elles pourraient étre impliquées dans la stabilisation des
ARNm des enzymes impliquées dans les voies de synthése et de dégradation des acides

aminés branchés.

1.6. PRODUCTION D’ITURINE

Aucune étude dédiée a la production de mycosubtiline n'était encore référencée au
début de ce travail. En effet, les études sur la production de lipopeptides par B. subtilis ont été
principalement menées sur la surfactine. Cependant, quelques groupes ont travaillé sur la
production d'iturines. Les études entreprises par Ohno et ses collaborateurs en 1993 ont
montré I’importance de la température et de 1’apport en oxygene dans les premieres heures de
culture sur la production d’iturine par B. subtilis NB22. En effet, le changement de la
température de 30°C a 25, 37, 42 ou 48°C durant le premier jour de culture, de méme que la
diminution de I’aération par modification de la fermeture des fioles de culture réduisent
drastiquement la quantité totale d’iturine produite. La culture effectuée a température
constante a2 30°C dans une fiole fermée avec une bourre d’ouate est celle qui donne la
meilleure production d’iturine. Selon ces chercheurs, la déficience en oxygeéne dissous aprés

ce premier jour de culture n’a pas d’influence sur la production d’iturine. Les travaux de Hbid

et al. ont montré en 1996 qu’'une agitation plus élevée lors d’une culture en fermenteur de
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B. subtilis S499, en présence de n-dodécane, permettait une amélioration de la production

d’iturine. IIs en ont conclu a I'utilité de 1’oxygene.

Outre ces parametres physiques et physico-chimiques, la production d’iturine est
largement tributaire de la composition du milieu de culture (Besson er al., 1987) (Sandrin e?
al., 1990). L’utilisation d’une variété de sources de carbone a permis d’identifier le glucose, le
fructose et le mannitol comme étant les meilleures sources carbonées (Besson et al., 1987).
Sandrin ef al., 1990 montrent que la production conjointe de surfactine et d’iturine dépend du
milieu de culture mais aussi des souches utilisées. Les souches de B. subtilis testées dans ce
travail sont les suivantes : ATCC 21332, ATCC 6633, ATCC 10707, NCIB 8872, IP 5265, IP
164, IM 1005, IM 2410, A 14, LL-Suka 2Bs, 443, fungocin et S499. Les résultats montrent
par exemple que certains acides aminés comme l’acide L-glutamique, la L-proline, la L-
valine, la L-glutamine sont de bons substrats pour la production d’iturine A par B. subtilis
S499 (Sandrin et al., 1990). En revanche, la L-isoleucine, le L-tryptophane et la L-lysine ne
favorisent pas la biosynthése d’iturine A par S499. D’autres auteurs complétent ce travail en
montrant qu’un milieu de culture avec une source d’azote organique, une concentration élevée
en peptone, en magnésium et en manganése, du sucrose, une température de 30° C, un pH
compris entre 6,5 et 7 et une bonne aération du milieu de culture sont les meilleures
conditions pour la production de lipopeptides par la souche B. subtilis S499 (Jacques et al.,
1999). D’autres auteurs préconisent un taux d’aération de 0,1 vvm (volume d’air par volume
de milieu de culture par minute), une température de 30°C, un rapport glucose/polypeptone
situé entre 0,3 et 0,4 afin d’optimiser la synthese d’iturine par une souche de B. subtilis non

référencée (Phae et Shoda, 1991).

Des modifications sur les proportions d’homologues de bacillomycine F et L ont pu
étre obtenues en remplacant uniquement la source d’azote du milieu de Landy par d’autres
acides aminés (Chevanet et al., 1986) (Besson et Hourdou, 1987). Besson et al. ont étudié en
1992 les proportions d’acides gras S-hydroxylés incorporés dans un composé lipopeptidique
non déterminé en fonction de différentes conditions d’ajout d’acides aminés branchés. Ces
auteurs ont montré que lors de la biosynthese de ce composé lipopeptidique par ATCC 6633,
la présence de valine permettait d’augmenter la proportion d’acide gras f-hydroxylés iso

pairs, la présence d’isoleucine celle d’acides gras pS-hydroxylés anteiso impairs
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(particulierement 1’homologue C-15) et la présence de leucine celle d’acides gras f-
hydroxylés iso impairs. Un travail similaire avait été réalisé par d’autres auteurs (Hourdou et

al., 1989).

Tout procédé biologique de production de composés tensioactifs moussants a 1’échelle
du bioréacteur aéré et a agitation mécanique est rendu compliqué a cause du moussage qui
occasionne diverses difficultés et notamment des pertes importantes de volume réactionnel.
Une stratégie intéressante consiste a récupérer la mousse qui a débordé dans des collecteurs
de fractions. Ce type de dispositif est refroidi afin de favoriser le retour a I’état liquide des
mousses et ainsi limiter le volume de collecte. Ce processus a ét€ employé par différents
auteurs (Cooper et al., 1981) (Neu et Poralla, 1990) et a permis 1’extraction en continu des
tensioactifs grice au débordement de mousse. En 2001, Davis et ses collaborateurs ont étudié
T'effet de l'agitation sur la production de surfactine par B. subtilis et ont atteint un taux
d’extraction de 100% mais avec comme contrepartie une perte élevée et non contrdlée de

volume de culture (Davis et al., 2001).

1.7. DOMAINES D’ APPLICATION POTENTIELLE DES ITURINES

1.7.1. EN AGRO-ALIMENTAIRE ET VETERINAIRE

Le large spectre antifongique et la faible toxicité in vivo de ’iturine A permettent
d’envisager son utilisation pour la protection des semis et des récoltes. En effet, cette
molécule est considérée comme responsable de I’antagonisme in vitro de plusieurs souches de
Bacillus vis-a-vis de champignons phytopathogénes comme Penicillium digitatum, Fusarium
oxysporum, Botrytis cinerea (Swinburne er al., 1975) (Pusey et Wilson, 1984). Aucune étude

in vivo n’était encore reporté pour ce type d’application au début du travail.

Par ailleurs, on énumere d’autres succés obtenus dans les laboratoires avec 1’iturine A

(Klich et al., 1991). Cet antibiotique s’est montré efficace a de tres faibles doses contre :

- Penicillium italicum et Penicillium expansum qui attaquent respectivement
les citrons et les pommes pendant le stockage,

41



1. Synthése bibliographigue

- Aspergillus flavus, responsable de la production d’aflatoxine cancérigéne
dans les denrées récoltées et Fusarium moniliforme, parasite des grains et
toxique pour les poulets et les chevaux.

1.7.2. EN PHARMACEUTIQUE

Aucune propriété antivirale, antimycoplasme, cytotoxique, hypocholestérolémiante,
immunomodulatrice et anti-inflammatoire n'est reportée pour les iturines, en particulier pour

la mycosubtiline.

1.8. ETUDES TRANSCRIPTOMIQUES CHEZ B. SUBTILIS

Des études transcriptomiques complexes sont aujourd’hui possible avec B. subtilis
grice, d’une part, au séquengage complet du génome de la souche de Marburg, B. subtilis 168
(Kunst et al., 1997) et, d’autre part, au développement de la technologie des biopuces 3 ADN
(Schena et al., 1995) (Lockhart et al., 1996). La principale application des puces & ADN est
I’étude du niveau d’expression des génes et les mécanismes génétiques qui leur sont associés
au niveau cellulaire. Les puces & ADN ont par exemple permis 1’étude de phénomenes
physiologiques d’importance comme la croissance en anaérobiose (Ye er al., 2000), I’effet de
la répression catabolique lors de la formation de biofilms (Stanley er al., 2003) ou I’effet

d’une carence en fer (Miethke et al., 2006).

Des études transcriptomiques présentant un lien avec la problématique de la fourniture
en précurseurs de la mycosubtiline ou avec la régulation de ces voies métaboliques ont été
réalisées. Par exemple, une étude transcriptomique portée sur I'effet de I’ajout de
casaminoacides dans le milieu de culture (Mader et al., 2002) a révélé 120 genes,
principalement réprimés, impliqués dans les voies métaboliques de synthese et de dégradation
des acides aminés, dans les voies de la sporulation et de la compétence. Une étude plus ciblée
de transcriptomique portant sur I’effet de la délétion du geéne codant pour le régulateur de la
transcription CodY a permis de révéler une liste de 100 genes controllés directement ou
indirectement par CodY (Molle et al., 2003). Les auteurs montrent que le régulon CodY a
notamment pour cible la plupart des génes impliqués dans la biosynthése des acides aminés,
ce qui sera confirmé dans des travaux ultérieurs (Mader et al., 2004). Deux études en

transcriptomique sont parus simultanément (Beckering er al., 2002) (Kaan et al., 2002)
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portant sur I’effet d’un choc thermique par le froid. Ces études montrent I'importance des
génes csp codant pour les protéines de chocs froids et révelent une trentaine de génes

impliqués dans les voies de synthése des acides aminés et notamment des composés branchés.

43



SITUATION ET OBJECTIF DU TRAVAIL

La souche naturelle B. subtilis ATCC 6633 synthétise plusieurs types d’antibiotiques.
Certains d’entre-eux sont synthétisés par la voie non ribosomale, c’est le cas des rhizocticines,
des surfactines et des mycosubtilines. Ces deux derniéres familles d’antibiotiques ont une
structure lipopeptidique qui se décline au travers d’une multitude d’homologues (longueur de
la chaine hydrocarbonée et type d’acide aminé constitutif) et d’isomeres (n-, iso ou anteiso).
Comme nous ’avons vu dans I'introduction bibliographique, peu de résultats ont ét€ obtenus
concernant la biosynthese de lipopeptides par la souche ATCC 6633, probablement en raison
des faibles niveaux de production de lipopeptides obtenues jusque-la par les différents

auteurs. Les objectifs du travail se déclinent en trois grandes parties.

L’étude dans un premier temps de 1’activité biologique des mycosubtilines et de ses
isoformes devra confirmer le large spectre d’action antifongique et mettre en évidence les
différences d’activité des isoformes. La production de lipopeptides étant dépendante des
conditions environnementales et aussi des souches utilisées, le but du travail sera ensuite
d’étudier plus en avant les conditions de biosyntheése de mycosubtiline par la souche
B. subtilis ATCC 6633. Pour cela, il s’agira de déterminer les conditions environnementales
d'obtention, en quantité et en qualité, de 'isoforme de la mycosubtiline la plus active. Cette
étape sera entreprise en étudiant les paramétres suivants: tests de différents milieux,

optimisation de leur composition, effet des transferts de matiére et du pH.

I1 s’agira dans une deuxiéme étape de mettre en évidence une liste de génes candidats
impliqués dans différentes voies métaboliques liées a 1’obtention sélective de 1’isoforme de
mycosubtiline la plus active. L’étude du transcriptome permettra & ce niveau de comparer les
niveaux d'expression des 4200 génes présents chez B. subtilis. Le role de quelques genes

choisis sera établi par des expériences complémentaires.

Pour finir, la mise en place d’un procédé de production de mycosubtiline en
bioréacteur, tenant en compte les difficultés liées au caractére moussant du produit, visera a

améliorer la productivité de la biosynthese.
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. SOUCHES UTILISEES

Les souches et les plasmides utilisés dans ce travail sont répertoriés dans le tableau 8.

E. coli IM109 a été utilisée pour le clonage et I’amplification des plasmides.

Tableau 8 : Souches et plasmides utilisés lors de cette étude

Souches Génotype/Phénotype Référence ou source
B. subtilis 168  Souche de laboratoire trpC2 Stock du laboratoire’
ATCC Souche sauvage Myc*+°, Srf’+° Stock du laboratoire’
6633

BBG100 ATCC 6633 myc::Prpyneo* Myc® +++° Srf’+’, NmR®  Leclere et al., 2005

BBG111 1rpC2, amyE::sfpcat ; CmR" Coutte et al., 2007

E. coli JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, relAl, supE44, Promega
A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, lacl | lacZAM15]

Plasmides
pGEM-T Easy vecteur de clonage, ApR® Promega
pBG114 pGEM-T Easy lacZ::sfp ; ApR°® Ce travail
pBG115 pGEM-T Easy lacZ::sfp orientation inverse ; ApR® Ce travail
pDG1661 Vecteur d’intégration, spoVG-lacZ ; ApR®, CmR", Stock du laboratoire

SpcR’,

® Myc : producteur de mycosubtiline. * + = faible production, +++ = forte production.
“Srf: producteur de surfactine. ¢ neo : néomycine. © ApR : ampicilline résistant.
f Bacillus Genetic Stock Center. ® NmR : néomycine résistant, "CmR : chloramphénicol

résistant ; 'SpcR : spectinomycine résistant
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Le tableau 9 présente la liste des amorces oligonucléotidiques utilisées dans 1’étude.

Tableau 9 : Amorces oligonucléotidiques utilisées lors de cette étude

Fragments amplifiés Nom de Tm Séquence
1'amorce
sfp sfp-forw 55° > CTGCTGAATTATGCTGTGG °
sfp-rev 57° ¥ TCGCTGAGGCTACATCAAG?
ilvA ilvA-forw 41° STTAGATTAGCAAATGG”
ilvA-rev 45° YAGAAAACTCTCTCATCC*
cspB cspB-forw 42° "TTACGCTTCTTTAGTA”
cspB-rev 33° SGAAGATTACTGGTAGAG”
fenF fenF’-forw 60° YCAAAATGCAGATCCTGAGCAY
fenF’-rev 60° SGGCATAGTCATGTGCGTTTG®
rpl rplL’ -forw 60° "GCTTCCGTTAAAGAAGCAACTG”
rplL-rev 60° S AGAAGCGCCAACTTCTTCAA*
cspB cspB’-forw 59° 5 AAAAGGTTTCGGATTCATCG™
cspB’-rev 58° 5 AACGTTAGCAGCTTGTGGTC™

() . amorces utilisées pour la PCR comparative

2.2 MILIEUX DE CULTURE

2.2.1. LE MILIEU DE LANDY

2.2.1.1. COMPOSITION

La composition du milieu de Landy est la suivante : glucose, 20 g/L ; acide glutamique,
5 g/L; extrait de levure, 1 g/l., Ko;HPO,, 1 g/1.; MgSO,, 0,5 g/L; KCI, 0,5 g/L; CuSOq,

1,6 mg/L ; Fex(SO4)s, 1,2 mg/L ; MnSO4, 0,4 mg/L

2.2.1.2. SOLUTIONS STOCKS

Pour assurer une reproductibilité de la composition du milieu, des solutions

concentrées stériles sont réalisées. La solution de glucose 10X (200 g/L) est stérilisée par

autoclavage a 105°C durant 30 min. La solution d’acide glutamique 4X (20 g/L) est ajustée a
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pH 8 par une solution de KOH 5 M et stérilisée par filtration sur filtre 0,2um. La solution
d’extrait de levure 20X (20 g/L) est stérilisée par autoclavage a 121°C durant 15 min. La
solution de minéraux n°1 40X (Ky;HPO4, 40 g/1. ; MgSO,, 20 g/L, KCl, 20 g/L) est acidifiée
par du H,SO4 concentré jusqu’a dissolution totale des sels et est stérilisée par filtration sur
filtre 0,2um. La solution de minéraux n°2 40X (CuSO4, 64 mg/L ; Fex(SO4);, 48 mg/L ;
MnSQO,, 16 mg/L) est acidifiée par du HSO4 concentré jusqu’a dissolution totale des sels et

stérilisée par filtration sur filtre 0,2um.

2.2.1.3. REALISATION D’UN LITRE DE MILIEU DE LANDY

Le matériel utilisé, hormis les pipettes, qui sont stériles et a2 usage unique, est
préalablement stérilisé par autoclavage a 121°C durant 20 minutes. 250 mL de la solution
d’acide glutamique est prélevé stérilement et ensuite, versé dans la fiole d’Erlenmeyer.
100 mL de la solution de glucose y sont ajoutés stérilement, puis 50 mL de la solution
d’extrait de levure et enfin 25 mL de chacune des solutions de minéraux. Le pH est ajusté &
7,0 a I’aide d’une solution de KOH 5M stérile. Le volume est amené a 1 L. avec de I'eau

stérile.

2.2.1.4. REALISATION D'UN MILIEU DE LANDY TAMPONNE A 100 MM

Le tampon MOPS 20X (2M) est réalisé en dissolvant 20,93 g d’acide
3-[N-Morpholino]propanesulfonique (MOPS) dans 50 mL d’eau. La solution est stérilisée sur
filtre 0,2 pm sous une hotte & flux laminaire. Pour réaliser 1 L de milieu de Landy tamponné a

100 mM par du MOPS, 50 mL de MOPS 20 X sont ajoutés au mélange du § 2.2.1.3.

Le tampon MES 20X (2M) est réalis€ en dissolvant 21,33 g d’acide
2-[N-Morpholino]éthanesulfonique ( MES) dans 50 mL d’eau. La solution est stérilisée sur
filtre 0,2 um sous une hotte a flux laminaire. Pour réaliser 1 L. de milieu de Landy tamponné a

100 mM par du MES, 50 mL de MES 20 X sont rajoutés au mélange du § 2.2.1.3.

2.2.1.5. MILIEU DE LANDY MODIFIE

L’acide glutamique est remplacé par du sulfate d’ammonium a 2,3 g/L. La

composition du milieu de Landy modifié: Glucose, 20 g/L ; (NH4);SO4, 2,3 g/L ; extrait de
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levure, 1 g/L, KoHPO4, 1 g/L ; MgSO4, 0,5 g/L ; KCl, 0,5 g/L ; CuSOy4, 1,6 mg/L ; Fex(SOy4)3,
1,2 mg/L ; MnSO4, 0,4 mg/L.

La solution stock de sulfate d’ammonium 10X (23 g/L. de (NH4),SO4) est stérilisée par
autoclavage a 121°C durant 15 min. Pour réaliser 1 L de milieu de Landy modifié, 100 mL de
solution stock de sulfate d’ammonium 10X sont ajoutés au mélange du § 2.2.1.3 ne contenant

pas d’acide glutamique.

222 LEmMILIEUACS

La réalisation d’un litre de milieu ACS nécessite la préparation préalable de deux
solutions qui seront autoclavées séparément. Ces solutions seront mélangées sous hotte a flux
laminaire pour I’obtention du milieu fini. La solution 1 : 100 g de glucose sont ajoutés dans
un volume de 400 mL d’eau et stérilis€ 4 105°C durant 30 minutes. La composition de la
solution 2 est la suivante: acide citrique, 11,7 g ; extrait de levure, 5 g ; (NH4)2SO4, 4 g ;
Na,S0y4, 4,2 g; KCl, 0,72 g ; MgCl; x 6H,0, 0,42 g ; ZnCl,, 10,4 mg ; FeCl; x 6H20, 24,5
mg ; MnCl,; x 4H,0, 18,1 mg. Le pH est ajusté a 6,9 avec une solution de KOH 5M. Le

volume est ensuite amené a 600 mL avec de I’eau distillée et stérilisée a 121°C durant 20 min.

2.2.3. MILIEU DSM

La réalisation d’un litre de milieu DSM nécessite la préparation préalable de deux
solutions qui seront autoclavées séparément. Ensuite, ces solutions seront mélangées sous
hotte a flux laminaire pour I’obtention du milieu fini. La composition de la solution 1 est la
suivante : bouillon nutritif, 8 g ; MgSO4 x 7H,0, 0,108 g ; KCI, 1,8 g. Le pH est ajusté a 7,0
avec une solution de KOH 5M. Le volume de la solution est amené & 500 mL avec de 1’eau
distillée et stérilisé par autoclavage a 121°C durant 15 min. La composition de la solution 2
est la suivante: Ca(NO3), x 4H,;0, 236,15 mg ; MnCl, x 4H;0, 0,198 mg ; FeSO4 x 7H;0,
0,0278 mg. Le volume de la solution 2 est amené a 500 mL avec de I’eau distillée et stérilisé

par autoclavage a 121°C durant 15 min.
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2.2.4. MILIEU E MODIFIE

Le milieu E de Clark est modifié en diminuant la concentration en glucose de 40 a
20 g/L.. La composition du milieu est la suivante : KH,POy4, 2,7 g/L. ; KoHPO4, 18,9 g/L;
Extrait de levure, 0,5 g/L; Glucose, 20 g/L; EDTA, 0,05 g/L; MgSOy4, 0,61 g/L; MnSQ,, 0,056
g/L; NaCl, 0,1 g/L; CaCl,, 0,012 g/L; ZnSQO4, 0,018 g/L; FeSO4, 0,018 g/L; CuSO4, 0,002
g/L; NayMoQ,, 0,001 g/L; H3BO;, 0,001 g/L; NaySOs, 0,001 g/L; NiCl,, 0,0037 g/
NH4NO;, 4 g/L; MgSO4, 1 g/L. Le pH de la solution est ajusté a 6,5 par une solution d’HCl 2
10%.

2.2.5. MILIEU LURIA-BERTANI (LB)

La composition du milieu LB est la suivante: Tryptone, 10 g/L; Extrait de levure,
5 g/L; NaCl, 10 g/L ; pH 7,2.

2.2.6. MiLieu MS1

La composition du milieu MS1 est la suivante : glucose, 5g/L ; hydrolysat de caséine,
0,2 g/L ; extrait de levure, 1 g/L ;MgSQO,, 0,2 g/L, (NH4);S04, 1,98 g/L ; citrate de sodium tri-
sodique (CeHsNazO7), 0,87 g/l ; KoHPOy, 18,24 g/ ; KHyPO4, 5,96 g/L. Le tryptophane
concentré a 0,05 g/L est ajouté au milieu MS1 dans le cas de la mise en culture de la souche

B. subtilis 168.

2.2.7. GELOSES

La composition des géloses est détaillée dans le tableau 10.

Tableau 10: Composition des géloses utilisées dans I’étude

Gélose de Mossel Extrait de viande, 1 g/L; Peptone, 10 g/L; D-mannitol, 10 g/L; NaCl, 10 g/L;
Rouge de phénol, 0,025 g/L; Agar, 12 g/L; Jaune d’ceuf, 10 mL/L;
Polymyxine, 5 mL/L; pH 7,1

Gélose nutritive (GN) Extrait de levure 10 g/L; Peptones 10 g/L; Glucose 10 g/L; Agar 18 g/L.
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2.3. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

2.3.1. ExTrAacTIONS D’ADN ET PCR

Les extractions d’ADN a partir de gels d’agarose sont réalisées avec le kit QIAquick
extraction (Qiagen). Le protocole utilis€ pour 1’amplification est standard, seule la
température d’hybridation varie selon le Ty, calculé a partir du logiciel Primer 3 lors de la
détermination des amorces. L’appareil de PCR utilisé est le « Eppendorf Mastercycler
Personal » (Eppendorf AG).

L’amplification est réalisée en procédant au mélange suivant: 7,5 pl. ’ADNg a
environ 100 ng/mL, 5 pL de tampon Taq (Fermentas), 0,5 pL de dNTPs, 2,5uL de I’amorce
anti-sens, 2,5 pl. de I'amorce sens (Eurogentec), 0,4 pL de Taq polymérase (5 U/ul)
(Fermentas), qsp 50 uL. avec H,O. Le programme PCR utilisé est: 2 min a 90°C, 30 s a
90°C, 30 s a la température d’hybridation, 2 min a 70°C pendant 30 cycles puis 5 min a 70°.

La séquence se termine par une conservation a 4°C.

2.3.2. EXTRACTION DE PLASMIDES PAR LA METHODE « BOILING »

Cing mL de culture d’une nuit sur milieu LB & 37°C sont centrifugés pendant 15 min a
7000 g. Le culot est ensuite repris dans 350 pL de tampon « boiling » dont la composition est
la suivante : saccharose, 8% ; Triton X-100, 0,5% ; EDTA, 50 mM; Tris-HCI 10 mM pH 8.
Puis 25 pL de solution de lysozyme a 10 mg/mL sont ajoutés. [.’ensemble est placé dans de
I’eau bouillante pendant 50 s. Le tube est ensuite centrifugé 20 min a 13000 g. Le culot est
alors éliminé. Puis 44 pL. de d’acétate de sodium 2 M et 440 pL d’isopropanol sont ajoutés au
surnageant. Le tout est centrifugé 20 min a 13000 g. Le culot est lavé par 500 pL d’éthanol
70%. Apres séchage a 1’air, le culot est resuspendu dans du tampon TyoE; dont la composition

est la suivante : Tris-HC], 10 mM ; EDTA, 1 mM ; pH 8.

2.3.3. ENZYMES ET KITS DE PURIFICATION

Les enzymes de restriction utilisées, le fragment Klenow de ’ADN polymérase I
d’E. coli, et 1a T4 DNA-ligase proviennent de MBI Fermentas. Si nécessaire, les plasmides
ont été purifiés par les kits « QIAfilter Plasmid Maxi Kit (10) » et QLAprep Spin Miniprep Kit

(50) » (Qiagen). Les fragments purifiés sur gel d’agarose (0,8% ; Euromedex) ont été extraits
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par « QIAquick Gel Extraction Kit (50) » (Qiagen). Aprés les réactions enzymatiques, I’ADN

plasmidique a été purifié, si nécessaire, par « MinElute Reaction Cleanup Kit (50) » (Qiagen).

2.3.4. CLONAGE DANS LE PLASMIDE PGEM-T EASY

Les PCR ont été réalisées avec La Taq ADN polymérase « Arrow » de Qbiogene. Les
fragments amplifiés ont ensuite été clonés dans le plasmide pGEM-T Easy (Promega),
plasmide linéaire possédant une désoxythymidine débordant & chaque extremité et permettant
le clonage de produit de PCR (Tang et al., 2000). Ce plasmide n’est réplicatif que chez E.
coli, il posséde une cassette de résistance & 1’ampicilline ainsi qu’un site multiple de clonage
au niveau du geéne lacZ. Afin d’optimiser le clonage, les produits de PCR obtenus ont été
préalablement adénylés en 5° par un traitement a la Taq polymérase (5 unités par L) pendant
30 min a 72°C. Apres ligature et transformation par choc thermique de la souche E. coli
JM109 (souche et protocole fournis par Promega), la sélection des clones possédant le
plasmide recombiné a été réalisée sur milieu LB complémenté avec de I’ampicilline
(50 pg/mL), du X-Gal (8 mg/L) et de I'IPTG (80 pg/L). Seuls sont sélectionnés les clones
blancs. Afin de connaftre I’orientation des fragments au sein du plasmide pGEM-T Easy, des
extractions de plasmides par la méthode « boiling » ont ét€ réalisées et des tests par restriction
ont été effectués. Les plasmides qui en résultent ont été extraits et purifiés avec le kit Plasmid

MiniPrep (Qiagen).

Les contrbles par électrophorése d’ ADN ont été réalisés sur gel d’agarose 0,7% dans
le tampon TBE 0,5 X (Tris-HCl, 44,5 mM ; acide borique, 44,5 mM ; EDTA, 1 mM ; pH 8,3)
contenant du bromure d’éthidium (0,5 ug/L). Les résultats sont lus a 1’aide de 1’appareil
GelDoc de Bio-Rad. L’analyse se fait a ’aide du logiciel Quantity One (version 4.1.1) et les
photos sont exportées au format TIFF.

2.3.5. TRANSFORMATION DANS B. SUBTILIS

La transformation de B. subtilis a été réalisée par compétence naturelle. Celle-ci peut
étre obtenue a partir d’un isolement frais et une culture réalisée dans du milieu MS1 pendant
5 h 4 37°C. L’ensemencement est réalisé a une DOgponm de 0,7 dans un volume de 5 mL. Puis
Oéme

un ensemencement avec une dilution au 1 est réalis€ dans du milieu MS2, c'est-a-dire du
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milieu MS1 auquel est rajouté du MgCl, (2,5 mM) et CaCl; (250 nM). 1.’ensemble est mis a

incuber a 37°C pendant 1 h 30 sous agitation.

Les cellules sont alors prétes pour la transformation, ’ADN a intégrer est mis en

contact avec 100 pL de cellules et incubé pendant 30 min sous agitation a 37°C.

Trois stratégies de clonage par recombinaison homologue ont été testées dans le cadre
de ce travail. Les cellules rendues compétentes ont été transformées soit a partir du plasmide
pGEM-T Easy portant le fragment ; soit directement a partir du fragment sous forme linéaire
(récupéré apres digestion du pGEM-T Easy avec I’enzyme EcoRI) ; soit aprés insertion du
fragment dans le locus amyE du plasmide (Lee et al, 2005). Le but était d’avoir une

recombinaison homologue au niveau du géne d’intérét de la souche B. subrilis 168.

2.4. EXTRACTION DES ARN TOTAUX CHEZ B. SUBTILIS

Deux protocoles d’extraction d’ARN ont été testés dans le cadre de ce travail. Le
premier est basé sur la solution RNeasy (Qiagen), le second sur la solution Ribo-Pure Bacteria
(Ambion). Des difficultés ont été rencontrées car le rendement théorique d’extraction annoncé
par les fabriquants n’a jamais pu étre obtenu. L’amélioration des protocoles de référence

décrits ci-dessous est présentée dans le § 4.2.2.

2.4.1. Kit QIAGEN RNEASY®

2.4.1.1. BLOCAGE

Afin de figer immédiatement le transcriptome de B. subtilis au moment du
prélevement sur la culture, un volume correspondant a 5. 10° cellules est traité par une solution
saline de RNA « protect bacteria » (Qiagen) (v/v) dans un tube Eppendorf ou Falcon traité
contre les RNAses. Apres passage au vortex 10 s puis centrifugation 10 min a 5000 g et 4°C,
le surnageant est éliminé et le culot est repris par 0,5 mlL de solution RNA « protect

bacteria ». Les culots sont conservés a -80°C.
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2.4.1.2. EXTRACTION

Les ARN totaux sont ensuite extraits & partir des culots obtenus au § 2.4.1.1. La
méthode ici employée est une méthode alliant a 1a fois une lyse enzymatique par du lysozyme
et une lyse mécanique par des billes de verre. Un volume de billes de verre est nécessaire pour

un volume de lysat. Le protocole d’extraction suivant est déterminé pour 5. 10° cellules.

Les culots bactériens sont resuspendus dans 2 mL de tampon TyoE; contenant du
lysozyme 2 10 mg/mL. L’ensemble est mis & incuber 30 min a température ambiante en
homogénéisant au vortex toutes les 10 min. Puis, 4 mL de tampon RLT (tampon fourni par
Qiagen) contenant du B-mercaptoéthanol sont ajoutés au mélange, le tout est agité au vortex
pendant 2 min en continu. Le lysat obtenu est transféré dans un tube stérile contenant les
billes de verre (3106 um,; traitées a 1’acide, passées sous U.V. et autoclavées). Le tout est
agité au vortex en continu pendant 4 min. Le lysat est alors centrifugé pendant 5 min &

5000 g.

Enfin, les ARN totaux sont purifiés avec le RNeasy Midi kit complémenté d’un
traitement 4 la DNase. L’élution se fait dans 200 pL. d’eau pure exemptée de RNase. Les
ARN totaux sont conservés a -20°C dans de 1’éthanol 95% a raison de 2,5 volumes d’éthanol

pour un volume d’éluat.

2.4.2. KiT AMBION RiBO-PURE BACTERIA®

2.4.2.1. BLOCAGE

Dans le but de bloquer le transcriptome, un volume de culture correspondant & 5.10°
cellules est traité par une solution saline de RNALater (Ambion) (v/v) dans un tube
Eppendorf ou Falcon traité contre les RNAses. Aprés passage au vortex 10 s puis
centrifugation 10 min a 11 000 g et -9°C, le surnageant est éliminé et le culot est repris par 0,5

mL de solution RNALater. Les culots sont placés 24 h a 4°C puis sont conservés a -80°C.

2.4.2.2. EXTRACTION

L’extraction des ARN totaux est réalisée a partir des culots bactériens obtenus au §

2.4.2.1. Les cellules, conservées dans 0,5 ml. de RNALater sont centrifugées 1 min & 12000 g
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puis remises en suspension dans 350 pL. d’une solution de solution RNAWiz qui est une
solution contenant du phénol (Ambion). Ceci permet la fragilisation des cellules et la
dissolution des composants cellulaires associé a I’inhibition des RNAses et a la stabilisation

des ARN.

Ensuite, les cellules sont transférées dans un tube contenant 250 uL de billes de
zirconium puis lysées par passage au Mixer1000 10 min. Le lysat est centrifugé 5 min a
12000 g a 4°C puis les billes de zirconium sont éliminées. Le chloroforme (0,2 vol) est ajouté
au lysat cellulaire et le mélange est incubé 10 min 3 température ambiante. Apres
centrifugation 5 min a 12000 g a 4°C, la phase aqueuse est récupérée et 1’éthanol 100 % est

ajouté (0,5 vol).

L’ARN est purifié par passage de la solution a travers une colonne puis par lavage
avec 700 pL de solution de lavage 1 et 2*250 pL de solution de lavage 2 et 3. Les ARNs sont

élués par 50 pL de 1a solution d’élution préchauffée.

Enfin, un traitement a la DNAse I est réalis€ et 1’éluat est incub€ 30 min a 37°C. Le
réactif d’inactivation de la DNase est alors rajouté a raison de 20% du volume. L.’échantillon
est mis a incuber 2 min 3 température ambiante, centrifugé 1 min a 12000 g et finalement
transféré dans un tube exempt de RNAses. Les ARN totaux sont conservés a -20°C dans de

I’éthanol 95% a raison de 2,5 volume d’éthanol pour un volume d’éluat.

2.4.3. CONTROLE DES ARN EXTRAITS

A la fin de chaque extraction d’ARN, un contrdle de la quantité et de la qualité des

ARN extraits est effectué.

2.4.3.1. DETERMINATION DE LA QUANTITE DES ARN EXTRAITS

Apres extraction des ARN totaux, la concentration de matériel extrait est estimée par
une mesure d’absorbance & 260 nm a I’aide d’un spectrophotometre ND-1000 (Nanodrop)
mesurant des absorbances sur un volume d’échantillon de 1 pL. L’évaluation de la
contamination de I’échantillon par des protéines est effectuée par mesure du rapport

d’absorbance 260/280 nm. L’évaluation de la contamination de 1’échantillon par des solvants
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organiques, des sels et des protéines est effectuée par mesure du rapport d’absorbance
260/230 nm.

2.4.3.2. DETERMINATION DE LA QUALITE DES ARN EXTRAITS

Cette vérification est réalisée a I'aide du kit NA 6000 NanoAssay (Agilent) utilisé
avec |’électrophorese capillaire Bioanalyzer 2100 (Agilent). L’évaluation de P'intégrité des
ARN est réalisée par mesure du rapport de concentration des ARN ribosomaux 235/16S et par

vérification de la quasi-continuité de la ligne de base.

2.5. Puces A ADN

2.5.1. PRINCIPE TECHNOLOGIE DES PUCES A ADN

Sur une puce & ADN, des dizaines de milliers d’hybridations peuvent &tre réalisées
simultanément. Les hybridations se font entre des sondes nucléotidiques (probe ou reporters)
ordonnées sur un support solide et des cibles (Molle et al., 2003) marquées (figure 10),
présentes dans un mélange complexe. Les sondes et les cibles représentent respectivement les
génes du transcriptome a analyser. Le signal d’intensité, recueilli pour chaque hybridation
spécifique « sonde-cible », permet d’apprécier le niveau d’expression de chaque gene étudié

dans le tissu analysé. Un profil d’expression est obtenu pour chaque échantillon.
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Figure 10. Schématisation de la technique d’analyse du transcriptome par la technologie des

puces a ADN

Les sondes (oligonucléotides ou clones d’ADNc purifiés et amplifiés) sont déposées
mécaniquement sur une lame de verre. Parallelement, les cibles sont couplées & des marqueurs
fluorescents (parfois amplifiés) par transcription inverse. Par exemple, la cible test est
marquée par une Cyanine 5 (Cy5) rouge et la cible de référence par une Cyanine 3 (Cy3)
verte. Les cibles sont assemblées pour former un mélange complexe. Ce mélange pourra
s’hybrider, dans des conditions de stringence particulieres, avec les sondes présentes sur la
puce. La lecture est réalisée par un scanner muni d’un microscope confocal, couplé a deux
lasers. Ces lasers possedent des longueurs d’ondes d’excitation spécifiques, correspondant a
celles des deux marqueurs fluorescents. L’excitation et 1I’émission (amplifiée par des
photomultiplicateurs) des fluorochromes permettent 1’obtention de deux images (une pour
chaque marqueur) en niveau de gris. Ces images sont ensuite converties en pseudo-couleur et

fusionnées pour étre analysées par un logiciel d’analyse d’images.
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Les puces 2 ADN ont d’abord été congues sur de grandes membranes poreuses en
nylon ou macroarrays. La miniaturisation, rendue possible par les progrés de la robotique, a
ensuite permis le développement des microarrays. Comme leur nom I’indique, ces puces a
ADN sont de plus petites surfaces telles une lame de microscope (Schena ef al., 1995) ou une
petite membrane nylon (Bertucci et al., 1999). Elles présentent également 1’avantage de
pouvoir étre de trés haute densité et par conséquent sont susceptibles de recouvrir I’intégralité
du génome d’un organisme. La particularité des puces 3 ADN, par rapport aux macroarrays,
réside dans la miniaturisation du procédé permettant ’utilisation d’une moindre quantité de
matériel génétique pour une densité plus importante de sondes. Les supports sur lesquels sont
fixées les sondes sont des supports solides, de surface plane généralement inférieure a 1 cm2
Les matériaux qui les composent peuvent étre du verre, des polymeres, du silicium, de 1'or ou
encore du platine. Quel que soit le support choisi, il est traité pour former un réseau dense et

régulier de micro-surfaces ol seront greffées les sondes.

Les sondes sont qualifiées de « gene reporter » car elles représentent des fragments de
génes et rapportent leur niveau d’expression. Ces gene reporters, ordonnés sur les lames,
peuvent é&tre des produits de PCR (puce a ADNc) (Schena er al, 1995) ou des
oligonucléotides plus ou moins longs (25 a 70 mers). Les produits de PCR et les
oligonucléotides issus de syntheses chimiques (50-70 mers) sont greffés sur les puces 8 ADN
par adressage mécanique ou électrochimique. Les oligonucléotides peuvent également étre
synthétisés in situ. Breveté par la société Affymetrix®, la synthése in situ par
photolithographie, ou adressage photochimique, rappelle une technique couramment utilisée

pour la fabrication des puces électroniques (Lockhart et al., 1996).

N

Les cibles sont les échantillons a étudier. Elles peuvent avoir différentes origines
(tissu, une culture...) et de différentes natures (ARNm, ADNc...). Selon la technologie de
puce utilisée, les cibles sont identifiées par un marquage radioactif ou fluorescent. Bien que
moins sensibles que les marquages radioactifs, certains systémes de marquages fluorescents
présentent I’avantage de pouvoir identifier plusieurs cibles sur la mé&me puce. Par exemple, un
tissu « anormal » peut €tre marqué par une cyanine verte (Cy3) et un tissu « sain » peut €tre
identifié par une cyanine rouge (CyS5). Le rapport (ratio) des intensités obtenues pour chaque

fluorochrome offre une comparaison directe des variations d’expression entre les deux
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échantillons. La lecture des résultats d’hybridation se fait grace a un scanner. Dans le cas des
technologies a fluorescence, son principe est celui d’un microscope confocal couplé a un ou
plusieurs lasers. Chaque laser excite spécifiquement un fluorochrome. L’émission est
amplifiée par un photomultiplicateur et transformée en signal digital, i.e. en image. Chaque
pixel de I’'image scannée représente une mesure de fluorescence. Pour les puces a ADN deux
couleurs, deux images en niveau de gris sont générées (une pour chaque fluorochrome). Ces
images sont converties en fausses couleurs (allant généralement du vert au rouge) et
superposées. Un logiciel d’analyse d’images extrait des informations qualitatives (diametre,
niveau de saturation) et semi quantitatives (intensité du signal et du bruit de fond) pour
chaque complexe sonde-cible (spor) dans chacun des fluorochromes. Des méthodes et outils

informatiques sont ensuite nécessaires pour analyser et extraire la connaissance des données.

2.5.2. TRANSCRIPTION INVERSE ET MARQUAGE FLUORESCENT DES TRANSCRITS

N

Les ARN totaux sont dans un premier temps précipités a I’aide d’une solution
d’acétate de sodium 3M pendant 1 h & -20°C. Puis apres une centrifugation a 4°C a 14000 g
pendant 20 min, le culot est lavé avec 200 pL d’éthanol 70%. L’ensemble est de nouveau
centrifugé selon les mémes conditions citées ci-dessus. L’éthanol est alors éliminé et le culot
est repris dans 20 uL. d’eau pure exemptée de RNase. Puis, 1 pL. de I’éluat est récupéré afin
de déterminer les concentrations en ARN totaux des échantillons a 1’aide du

spectrophotometre ND-1000.

Dix pg d’ARNs totaux sont rétrotranscrits et le marquage se fait a 1’aide
d’oligonucléotides dUTP marqués avec une cyanine, alternativement Cy3 ou CyS5. Le
mélange réalisé pour la transcription inverse a un volume final de 40 pL et a la composition
suivante : tampon Pol 5X (Life Technologies); 0,1 pmole d’amorces spécifiques de B. subtilis
168 (Primer mix, Eurogentec); 3,3 mM de chacun des oligonucléotides dATP, dGTP et
dCTP ; de dUTP Cy3 ou Cy5 (ImM) et de dTTP (ImM) ; de 0,1 M de dithiotréitol (DTT) ;
1 pL. de RNasin (Promega) et d’eau milli-Q exempte de RNase. Le tout est incubé & 65°C
pendant 5 min, puis a 42°C pendant 5 min. 200 unités de polymérase superscript II
(Life Technologies) sont ajoutées au mélange. L’ensemble est ensuite incubé a 42°C pendant
une heure, puis 200 unités de polymérase superscript II sont a nouveau ajoutées. On

renouvelle I’incubation pendant 1 h. La transcription inverse est arrétée par ajout de 20 pL
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d’une solution de NaOH 0,1 M contenant 2 mM d’EDTA, I’ensemble est mis 4 incuber a
65°C pendant 30 min. Le tout est neutralisé par 20 pL. d’HC1 0,1 M.

Les échantillons sont alors purifiés sur colonne a I'aide du kit «Qia-quick PCR
purification » (Qiagen). Enfin, de nouvelles mesures a2 260 nm, 550 nm et 650 nm sont
réalisées avec le NanoDrop ND-1000. Ce, dans le but de déterminer la quantit¢ d’ADN
complémentaire formé, la fréquence d’incorporation et la quantité de cyanine incorporée

selon les relations suivantes :

® Quantité d’ ADN complémentaire rétrotranscrit :
A260 x 37 x volume total de I'échantillon (uL) = en ng
®  Quantité de fluorochrome incorporé :
Cy3 : A550 x (volume total de I’échantillon)/0,15= en pmol de fluorochrome Cy3 incorporé
CyS5 : A650 x (volume total de I’échantillon)/0,25= en pmol de fluorochrome CyS5 incorporé
e Fréquence d’incorporation, f; (nombre de nucléotides (nt) marqués pour 1000 nt) :

f; = pmol de fluorochrome incorporé x 324,5 / quantité d’ ADN; (ng).

2.5.3. HYBRIDATION SUR BIOPUCES ET LAVAGE

L’hybridation et la gestion des tampons est entierement automatisée grace a 1’appareil
Discovery (Ventana). Le protocole démarre par un prétraitement des puces 3 ADN qui se
présentent sous la forme de lames de verre (EGT168, Eurogentec). Ce prétraitement fait appel
a trois solutions de compositions inconnues fournies par Ventana. Le prétraitement permettant
de réduire I’hydrophobicité de la lame dure au total 45 min. Il permet une meilleure

répartition de I’ ADNc marqué (cible).

L’hybridation commence en déposant sur la lame 20 pL de la cible mélangée a 200 pL
d’une solution d’hybridation. L’hybridation dure au total 8 h. Une fois I’hybridation terminée,
2 lavages de stringence (2 x 4 min) et un nettoyage de la puce sont réalisés. Le Discovery
inclut un lavage des lames, mais les précédentes expériences de la plateforme de génomique
fonctionnelle ont démontré la nécessité d’effectuer un lavage supplémentaire afin d’y éliminer

toutes traces d’huile. Les lames sont lavées par quatre solutions successives fournies par
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Ventana : du tampon 2X SSC, du tampon de 1X SSC, de ’eau et de 1’éthanol. Les lames sont

ensuite séchées par centrifugation pendant 10 min & 1000g.

Les puces a ADN peuvent ensuite étre scannées a partir du scanner Genepix Personal
4100A qui va collecter les intensités émises par les cyanines Cy3 et Cy5 dont la longueur
d’onde de lecture se situe respectivement 4 532 nm et 635 nm. L’apposition de la grille de
correspondance entre les spots et 1’identifiant des spots puis 1’acquisition des données et enfin

I’analyse des spots est effectué a 1’aide du logiciel Genepix Pro 6.

2.5.4. ANALYSE DES DONNEES DES PUCES A ADN

2.5.4.1. LoGICIEL MIDAS

Les fichiers bruts émanant du logiciel GenePix sont convertis du format .gpr au format
.mev. Ce dernier format est reconnu par le logiciel Midas (TM4) dédié au traitement des
données de biopuces. La séquence d’opérations unitaires du traitement des données est la

suivante :
- exclusion des spots dont I’intensité, F est proche de celle du bruit de fond local, B.

- exclusion des spots portant la mention « Flag », c'est-a-dire ceux qui ne présentent pas

une circularité ou une homogénéité suffisante,
- mise a I’échelle des données,
- lissage des données par LOWESS (Local WEighted Smoothing Scatterplot),

- vérification de la consistance des données (seulement dans le cas d’un marquage

croisé, appelé flip-dye),

- analyse des niveaux d’expression des génes en excluant les spots dont la valeur est
comprise entre +/-20 de la valeur moyenne de la distribution des valeurs des spots

(slice analysis).
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2.5.4.2. TABLEUR

Le fichier des données Midas listant les spots d’intérét est ensuite finalisé sous le tableur

Excel. La séquence de traitement comprend :

- la mise en correspondance de 1’identité du spot avec le nom et la fonction, avérée ou

présumée, du geéne correspondant,
- Pexclusion des spots non présents sous la forme de duplicats,

- Texclusion des spots dont la valeur moyenne du logarithme du ratio d’expression est

comprise entre +/-0,5.

Une liste de génes d’intérét est obtenue au terme de cette séquence de traitement. La
valeur du rapport d’expression de chaque géne et le nom du géne correspondant sont

finalement représentés sur un graphique de synthése.

Il est a noter que la méthodologie proposée dans le cadre de ce travail a été validée au
travers d’une étude comparative. En effet, la liste des génes d’intéréts obtenue ici a été
comparée avec celle obtenue avec une méthodologie statistique non paramétrique de type
Bootstrap combinée a4 une analyse de la variance de type ANOVA. Les outils de
programmation ayant permis cette analyse ont été compilés sous le logiciel R par Amaud
Schloesing dans le cadre d’une collaboration avec la plateforme de génomique fonctionnelle
de 1'Université de Lille II. L’étude comparative a démontré que I’intégralité des geénes
contenus dans la liste générée par le traitement combiné Midas / Excel se retrouvaient dans

I’autre liste.

2.5.4.3. LOGICIEL KEGARRAY

Le logiciel KegArray, version 0.5.5.beta, constitue une interface dynamique entre les
données issues des puces & ADN et les bases de données des voies métaboliques de B. subtilis
disponibles sur le serveur KEGG Pathway. La fonction « View colored pathway maps »
fournit une liste des voies métaboliques ot les enzymes correspondants aux génes sous-
exprimés ou sur-exprimés sont annotées en rouge ou en vert. Le format du fichier de transfert

sous KegArray est le suivant :
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#

# KEGG/EXPRESSION

# filename : ex0001764.dat
# created :2007/07/19

17:02:18

# organism : bsu

#

Control- Control-  Target- Target-

#ORF X y sig bkg sig bkg
BG10100 3 1 146955 20160 260066 29760
BG10671 6 1 138133 20040 365858 22440
BG10735 25 1 585723 20160 1044720 28680
BG11059 27 1 113021 19800 69641 23040

Ce fichier doit étre enregistré sous le format txt avec délimitation de la tabulation. Sa
constitution nécessite d’établir la correspondance entre chaque géne et son identité au format

KEGG.

2.5.5. PCR COMPARATIVE

L’étape de transcription inverse de la PCR comparative est réalisée en mélangeant
dans la glace : 3 ug d’ARN total dans 7,7 pl. H;O avec 0,5 uL de solution d’héxameres
(Invitrogen). L’ensemble est chauffé a 65°C pendant 10 mn au bain-marie, puis refroidi dans
de la glace. Le mélange suivant est ajouté 2 'ARN : 3 pL de tampon 5X First Strand
(Invitrogen), 1,5 pL DTT a 0.1M (Invitrogen), 0,3 pl. du mélange (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) 4 25 mM (Amersham), 1ul. de Rnase Inhibitor (Promega), 1 pl. de SuperScript II
(200 U/uL., Invitrogen). Le mélange est mis & incuber a 42°C pendant ! h. La réaction est

relancée en ajoutant 0,5 ulL de SuperScript II au mélange mis a incuber 45 min

supplémentaires a 42°C.

La PCR est réalisée en procédant au mélange suivant : 0,5 uL. de D’ADNc, 2,5uL de
tampon 10X, 1uL de dNTP 2.5mM, 1.5pL. MgCl, (25mM), 0,5uL. de I’amorce anti-sens,
0,5pL de I’amorce sens, gsp 25uL avec H,O, 0,2 pL. de Taq Gold (5 U/uL). Le programme
PCR utilisé est le suivant : 5 min a 94°C, 30 s & 94°C, 30 s 4 56°C, 1 min a 72°C pendant

30 cycles puis 5 min a 72°C terminé par 5 min a 4°C.
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2.6. CULTURES EN FIOLES D’ERLENMEYER DE B. SUBTILIS

2.6.1. PREPARATION D’UN SOUCHIER

Un tube a vis contenant 5 mL. de milieu E modifié est inoculé par une colonie du
souchier primaire et mis a incuber a 30°C pendant 48 h sous une agitation de 300 rpm. Le
tube est ensuite homogénéisé au vortex. Un volume de 1,5 mL de la culture obtenue
précédemment est ajouté a 48,5 mL de milieu E modifié contenus dans une fiole d’erlenmeyer
de 500 mL. Le tout est mis & incubation a 30°C pendant 12 & 24 h sous une agitation de
120 rpm (cette premiere préculture P1 est doublée). La culture est homogénéisée au vortex, la
DOgoonm €st alors mesurée comme indiquée précédemment. La souche doit étre en
début/milieu de phase exponentielle de croissance. La seconde préculture P2 est inoculée par
1,5 mL de la culture de la meilleure fiole de P1 et est doublée. Les fioles d’erlenmeyer de
500 mL contiennent, comme volume final, 50 mL de milieu E modifi€ et sont incubées a
30°C sous une agitation de 120 rpm. La croissance est arrétée lorsque la DOgoonm indique que
la culture est en début/milieu de phase exponentielle de croissance. La pureté et la qualité de
P2 sont contrlées, par une observation au microscope et par ensemencement d’une gélose
nutritive et d’une gélose de Mossel, plus spécifique des bacilles, complémentée en
antibiotiques a 50 pg/mL dans le cas de microorganismes génétiquement modifiés et mises &
incubation 4 30°C pendant 24 h. II est a noter que B. subtilis produit des colonies de formes
irréguliéres, les contours sont ondulés et peuvent présenter des filaments, de consistance
crémeuse et dont le diametre est compris entre 2 et 4 mm. Dans les vieilles cultures, les
colonies prennent un aspect sec, rugueux et elles s'incrustent dans la gélose. Pour finir, une
fiole de 2 L. contenant 200 mL de milien E modifié¢ est inoculée & 5% avec la meilleure fiole
de P2. Cette fiole est incubée a 30°C sous une agitation de 120 rpm et la croissance est arrétée
lorsque la DOgyoum indique que la culture est en début/milien de phase exponentielle de
croissance. La qualité et la pureté de la culture sont contrdlées comme indiqué pour P2. La
culture est centrifugée a 2000g pendant 10 min a 25°C. Les culots sont lavés a ’eau
physiologique stérile puis les suspensions sont centrifugées a 2000g pendant 10 min a 25°C.
Les culots sont repris dans un volume de milieu E sans antibiotique, de fagon a obtenir une
DOgoonm finale de 25 par tube. La suspension est répartie en cryotubes a raison de 0,9 mL de

culture et 0,6 mL de glycérol. Les tubes sont homogénéisés au vortex et conservés a -80°C.
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Pour la réalisation des souchiers des micro-organismes portant un marqueur de résistance a un

antibiotique, le milieu E est complémenté avec I’antibiotique 4 20 pg/mL.

2.6.2. PREPARATION D’UN INOCULUM

L’inoculum est préparé a partir du souchier contenant des cellules conservées a -80°C
dans 40% de glycérol. Un tube contenant 5 mL de milieu E modifié ajusté a pH 7,0 avec une
solution d’HC1 10% (v/v) est inoculé par 0,5 mL de suspension bactérienne du souchier.
L’ensemble est mis & incuber & 30°C pendant 10 4 14 h sous une agitation de 300 rpm. Puis,
le tube est homogénéisé au vortex et la DOgoonm €st mesurée. Une préculture P1 est alors
réalisée dans un volume final de 50 mL de milieu E modifié a pH 7,0 contenu dans une fiole
d’Erlenmeyer de 500 mL. Le tout est mis & incuber & 30°C sous une agitation de 140 rpm, la
préculture est arrétée lorsque la souche se situe en début/milieu de phase exponentielle de
croissance (1<DOgoonm<3) (Cette premiere préculture P1 est doublée). Puis, une seconde
préculture P2 est réalisée de la méme maniére que la préculture P1, celle-ci est inoculée a
partir de la meilleure fiole de P1 et est doublée. Le volume nécessaire pour démarrer les
cultures en fioles est alors centrifugé 4 2000 g pendant 10 min & 25°C. Le culot est remis en
suspension dans de 1’eau physiologique stérile. L.a suspension obtenue est centrifugée a
nouveau 2 2000 g pendant 10 min. Le culot est enfin repris dans de 1’eau physiologique

stérile. La suspension est alors préte pour I’inoculation.

2.6.3. CULTURES EN FIOLES D’ERLENMEYER

Les expériences durent au maximum 72 h et plusieurs échantillonnages sont effectués
sur ces cultures. La DOggonm initiale est comprise entre 0,1 et 0,4 DO. Le volume des fioles
d’Erlenmeyer est de 500 mL et le volume de milieu nutritif de 100 mL sauf indication. On
réalise sur les échantillons prélevés stérilement sous la hotte a flux laminaire les mesures
suivantes : un contrdle de la pureté par isolement sur gélose nutritive et gélose Mossel +
marqueur antibiotique (50 pg/mL), une mesure de la densité optique a 600 nm, une mesure du
pH, une mesure du poids sec et un prélévement du surnageant de culture pour le dosage des
lipopeptides par CLHP : 3 mL de culture sont centrifugés 10 min a2 10000 g & 4°C et le

surnageant de culture est conservé a -20°C.
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2.6.4. CULTURES EN FIOLES RAMOS

2.6.4.1. DESCRIPTION DU SYSTEME RAMOS

La figure 11 représente le systtme RAMOS ou «Respiration Activity Monitoring
System». Ce systeme a ét€ développé par le laboratoire du « Department of Biochemical
Engineering » de I’Université d’ Aix-la-Chapelle en Allemagne, dans 1’optique d’assurer une
mesure en fioles de la consommation en oxygeéne et de la production de dioxyde de carbone
par le microorganisme et le quotient respiratoire résultant. Les expériences décrites dans ce

travail ont été réalisées dans le laboratoire cité ci-dessus.

air

sterite V2

filter

shaker

Figure 11 : Le systéeme RAMOS« Respiration Activity Monitoring System » (Anderlei et Biichs,
2001). Le systeme est composé d’un agitateur orbital, « shaker », disposé dans un incubateur,
et sur lequel sont fixées huit fioles équipées de capteurs, « sensors », permettant les mesures

d’OTR et de CTR et de six ou 24 fioles « sacrifices », selon la version de I’appareillage
L’agitateur orbital est disposé dans un incubateur. Huit fioles RAMOS équipées de

capteurs permettent les mesures sur les gaz, et six fioles « sacrifices », ou 24 selon la

configuration, évoluent en parallele et permettent I’échantillonnage sans affecter I’analyse des
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gaz. Les vitesses de consommation d’oxygene et de production en dioxyde de carbone sont

mesurées selon un cycle continuellement répété durant la fermentation.

Ce cycle est composé de deux phases : une phase de mesure et une phase dite de
ringage. La pression partielle en oxygeéne de la phase gazeuse de la fiole est mesurée par un
capteur paramagnétique. Au début de la mesure, les valves d’entrée et de sortie du gaz (V1 et
V2), munies de filtres stériles, sont fermées. L’activité respiratoire des microorganismes
conduit a une diminution de la pression partielle en oxygene dans la phase gazeuse de la fiole.
Un ordinateur, «control unit», reli€ aux fioles de mesure calcule alors le taux de transfert
d’oxygene (OTR) selon le changement observé en pression partielle en oxygéne et selon la

relation avec la constante de Henry :

po, =H%*x, avec H: la constante de Henry = 4,75.10* atm/fraction molaire et

Po2= 0,209 atm.

Un second capteur mesure, quant a lui, les variations de la pression totale dans la fiole. Le

quotient respiratoire peut &tre alors calculé selon le bilan :

_ CIR

R =
0 OTR

en corrélation avec les variations de la pression totale. A la suite de cette phase de mesure, les

valves sont réouvertes et I’air peut circuler de nouveau dans la fiole.

2.6.4.2. CULTURES EN SYSTEME RAMOS

Des cultures de B. subtilis ont été réalisées avec le systtme RAMOS. Les expériences
durent au maximum 72 heures et plusieurs échantillonnages sont effectués sur des fioles
sacrifices. La DOgponn initiale est comprise entre 0.1 et 0.4 DO. Sauf indication, ces cultures
sont conduites & une température de 30°C et sous agitation de 155 rpm dans des fioles de
250 mL contenant 25 mL de milieu nutritif complémenté avec 100 mM de MOPS ajusté a pH
7,0.
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2.6.5. CULTURES EN MICROPLAQUE

Des cultures en microplaques 96 puits sont réalisés a 28°C et a une agitation de 280
rpm. Le volume de milieu de culture est de 200 uL et I’ensemencement réalisé entre 0,2 et
0,55 DO. Les lectures de DOggonm sont réalisées de facon automatisée en fin de culture a I’aide
du ThermolabSystem, MRXII (Bio-rad). La pureté de la culture est vérifiée en fin de culture

sur un puits de contrdle.

2.6.6. CULTURES EN BIOREACTEUR

Le bioréacteur contenant le milieu nutritif est ensemencé a 1’aide d’une préculture
obtenue selon la condition décrite au §2.6.2. La DOgynm initiale est comprise entre 0,1 et
0,3 DO. Le bioréacteur utilisé est un Bioflo 3000 (figure 12) avec un volume utile de 5 L
(New Brunswick Scientific). Sauf indication contraire, le pH est contr6lé & une valeur de
6,5+/-0,1 u.pH gréice a I’ajout de solutions de KOH 3M ou de H,SO,4 3M. L’électrode pH est
calibrée avant autoclavage de la cuve en utilisant des solutions commerciales tamponnées
pH 4,0 et 7,0 et conservées a 4°C. Le processus est conduit a 30 +/-0,1°C et la concentration
en oxygene dissous pO; est contrdlée au-dessus de 10+/-5% de la concentration & saturation
en assujettissant sa valeur a la vitesse de 1’agitateur muni de deux turbines de Rushton.
L’électrolyte de la sonde a oxygéne est renouvelé a chaque expérience. La sonde oxygéne est
calibrée apres autoclavage de la cuve lorsque le milieu de culture atteint la température et le
pH de consigne de I’expérience. Le 0 % de pO- est obtenu en reliant le cable de la sonde a la
masse et le 100 % pO, en saturant le milieu en air (1000 rpm et 2 VVM), L'aération est fixée a
0.25 volume d’air par volume de liquide par minute (VVM), soit 0,75 L/min pour 3 L de
milieu nutritif. L’ air entrant est filtré au travers d’un filtre stérilisant de 0,22 um. Dans le cas
de procédés alimentés, le milieu d'alimentation est amené a 1’aide d’une pompe péristaltique
calibrée avant chaque expérience. Le logiciel utilisé pour la commande du processus et
l'acquisition des données est AFS Biocommand (New Brunswick Scientific). La pureté de la
culture est vérifiée en fin de culture. Des échantillons de cuiture de 10 mL sont réguliérement

prélevés et centrifugés et le poids sec est déterminé.

Les gaz entrant et sortant sont analysés afin d’obtenir des données sur la respiration du
microorganisme. Un capteur paramagnétique permet ’analyse de 1’oxygéne et un capteur

infrarouge celle du dioxyde de carbone (Xentra 4400, Servomex). L’analyseur s’integre a un
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dispositif multipléxé qui permet une analyse séquentielle sur six voies, un séchage des gaz sur

membrane Naflon (Permapur) et une calibration automatique.

Figure 12 : Exemple d’une culture semi-discontinue de B. subtilis en bioréacteurs Bioflo3000

2.7. ANALYSES

2.7.1. MESURE DE LA DENSITE OPTIQUE A 600 NM

N

La mesure de DO se fait a une longueur d’onde de 600 nm a I’aide d’un
spectrophotometre (Shimadzu UV mini 1240). L’établissement de la relation DO-CFU/mL a
été réalisé a partir de cultures en fioles dans du milieu de Landy modifié ajusté a pH 7,0. Les
dénombrements ont été effectués pour différentes valeurs de DOggonm sur des boites de gélose
nutritive et ce pour différentes dilutions de culture. Pour chaque dilution effectuée, la
suspension bactérienne est €talée a raison de 100 uL. par boite et les étalements sont réalisés

en triplicat.
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2.7.2. MESURE DU POIDS SEC

Le récipient servant a la mesure du poids sec est placé préalablement a 105°C durant
48 h, puis il est refroidi 4 h en dessiccateur avant d’étre pesé€. 10 mL de culture, préalablement
homogénéisés, sont centrifugés a 10 000 g durant 10 min. Les culots sont repris et lavés par
10 mL d’eau déminéralisée et sont de nouveau centrifugés 10 min 2 10 000 g. Chaque culot
est repris par de I’eau déminéralisée et placé quantitativement dans le récipient prétaré. Le
tout est placé a 105°C pendant 48 h. La pesée se réalise apres un refroidissement de 4 h en

dessiccateur sur une balance de précision.

2.7.3. MESURE bUu PH

Les mesures de pH ont principalement été effectuées a 1’aide du pH métre Metrohm
744,

2.7.4. PURIFICATION DES LIPOPEPTIDES ET ANALYSES

2.7.4.1. PURIFICATION DES LIPOPEPTIDES

L’extraction des lipopeptides est réalisée sur des cartouches de 1 g de gel C18 maxi-
clean (Alltech). La cartouche d’l g d’ODS est conditionnée avec du méthanol 100%
(20 mL au premier passage puis 8 mL). Puis, la cartouche est rincée par 8 mL d’eau milli-Q.
1 mL de surnageant de culture dont le pH est égal a 6,5 +/-1 u.pH, est alors chargé sur la
colonne. La cartouche est lavée avec 8 mL d’eau milli-Q, puis est lavée avec 8§ mL de
méthanol 50%. Apres séchage de la cartouche avec 20 mL d’air, les lipopeptides sont élués
par 4 mL de méthanol 100%. L’éluat est porté & sec a I’aide d’un concentrateur sous vide.
L’échantillon est par la suite repris dans 200 pL de méthanol 100% a 4°C pour permettre le
dosage en CLHP.

2.7.4.2. ANALYSES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (CLHP)

L’échantillon est analysé griace a un systtme complet de CLHP de la marque Waters
(Online Degaser, 717 Autosampler, 660S Controller, 626 Pump, 2996 PhotoDiodeArray) en
employant une colonne C18 (5 pm, 250 x 2.5 mm, VYDAC 218 TP). Deux dosages sont

effectués. Le premier dosage est celui des iturines : S pL d’échantillon purifié sont injectés et
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confrontés 2 un standard iturine 3 500 mg/L (Sigma) selon un débit de 0,6 mL/min. L.’élution
est réalisée en mode isocratique a 1’aide d’un solvant eau/ acétonitrile/ acide trifluoroacétique
60/40/0,1 (v/v/v). Le second dosage est celui des surfactines. 10 pl. d’échantillon purifié sont
injectés et confrontés a un standard surfactine 2 500 mg/l. (Sigma) selon un débit de
0,6 ml/min. L’élution est réalisée en mode isocratique & 1’aide d’un solvant

eau/ acétonitrile/ acide trifluoroacétique 20/80/0,1 (v/v/v).

Le temps de rétention et la dérivée seconde du spectre entre 200 et 400 nm de chaque
pic (barrette de diodes, PDA 2996, Waters) sont analysés automatiquement a ’aide du logiciel

Millenium pour I’identification des molécules éluées.

2.7.4.3. ANALYSES PAR CLHP SEMI-PREPARATIVE

L’échantillon est préparé en appliquant le protocole de purification décrit au § 2.7.4.1.
en employant des cartouches de gel C18 maxi-clean (Alltech) de 10 g. L’utilisation de
cartouches de 10 g permet de charger 10 mL de surnageant de culture au lieu de 1 mL
précédemment. Tous les volumes sont multipliés par un facteur 10, sauf les volumes de
méthanol. Le volume minimum de méthanol pouvant étre utilisé pour le conditionnement de
la cartouche puis 1’élution des lipopeptides est de 10 mlL. L’échantillon est chargé
manuellement (100 pL.) dans le systene d’injection de la CLHP semi-préparative de marque
Waters (660 Controller, 626 Pump, 486 Absorbance Detector). La colonne employée est une
C18 (5 pm, 300 x 10 mm, ACE). L’élution est réalisée a un débit de 3 mL/min selon le

gradient suivant :

Temps (min) Tampon A (%) Tampon B (%)

0 65 35
4 65 35
54 50 50
60 0 100
61 65 35
65 65 35

Les solvants utilisés sont les suivants: le solvant A composé d’eau et d’acide
trifluoroacétique, 99,9/ 0,1 (v/v) et le solvant B composé d’acétonitrile et d’acide

trifluoroacétique, 99,9/ 0,1 (v/v).
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2.7.4.4. ANALYSES PAR SPECTROMETRIE DE MASSE MALDI-TOF

Les analyses par spectrométric de masse MALDI-TOF (Bruker Ultraflex) sont
réalisées en fonction des besoins a partir : soit de surnageants de culture, soit d’échantillons
purifiés sur cartouche ODS (Alltech) ou soit d’échantillons purifiés sur cartouche ODS
(Alltech) puis par CLHP semi-préparative. Le solvant TA est préparé en réalisant un mélange
CH;3CN/ eaw/ acide trifluoroacétique, 33/67/0,1 (v/v/v). Le tampon CHCA est une solution
saturée en acide alpha-cyano-4-hydroxycinnamique dans du tampon TA. Il est préparé en
récupérant Ie surnageant apres centrifugation du mélange acide
alpha-cyano-4-hydroxycinnamique / tampon TA. Les échantillons a analyser sont préparés en
mélangeant 1 pl. de I’échantillon & 9 pl. de CHCA. La solution d’échantillon déposée pour
I’analyse MALDI-TOF représente un volume de 0,5 pL.. Le séchage est réalisé a l'air libre. La

calibration des masses est réalisée avec un mélange de peptides standards.

Mass value
Lipopeptide

M+H™ M+Na* M+K*
Surfactin Cy; 108,66 1030.64 146,61
Surfactin T, 102267 1044.60 1060063
Surfactin €4 1036.69 1038.67 1074.65
Mycosubtilin C5 1057.57 1079.55 1095.52
Mycosubtiln Cyy 1071.58 1043.56 110934
Mycosubtilin Cyy 1085.6 110738 1123.55

Les masses calculées des ions [M+H"], [M+Na*], [M+K"] des différents homologues

de mycosubtiline et de surfactine sont précisées ci-dessus.

2.7.4.5. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

La chromatographie sur couche mince a ét€ utilisée pour détecter la présence de
lipopeptide lorsque les techniques d’extractions sur cartouche ODS n’étaient plus applicables,
par exemple en raison des interférences dues 2 la présence de composés hydrophobes telles
que des huiles végétales. 100 pL. de chaque échantillon & analyser sont déposés & 1 cm du
bord de la couche mince. Le solvant de migration est un mélange de 50 % de chloroforme et
de 50 % de méthanol. La migration a alors lieu par capillarité. Les composés migrent en

fonction de leur hydrophobicité. Une tache hydrophobe apparait aprés révélation a ’eaun. La
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lecture est confirmée sous UV. Dans ces conditions de solvant de migration utilisées, la valeur

du rapport frontal R¢ est de 0,8 pour la surfactine et 0,6 pour la mycosubtiline.

2.7.5. DOSAGE DU GLUCOSE, DE L’ACIDE ACETIQUE, LACTIQUE ET OXALIQUE EN CLHP

Ce dosage se réalise par chromatographie liquide a haute performance, sur colonne
Fast fruit juice (co-polymeére de sulfonate et styréne-divinylbenzéne, 7 um, 7,8 x 150 mm,
Waters). Une colonne de garde en co-polymere de sulfonate et de styréne-divinylbenzéne
(Grundy et al., 1993) est placée en amont de la colonne. Les conditions opératoires sont les
suivantes: le débit est fixé a 0,8 mL/min, la température a 65°C, 1’éluant utilisé est une
solution d’H3PO4 0,005 M, le volume d’injection est de 20 plL, la détection est réalisée a
I’aide d’un réfractometre et le temps d’une analyse est de 10 min. L’échantillon ne demande
aucun prétraitement mis a part une filtration sur filtre 0,45 pm. La CLHP est constituée d’une
pompe constaMetric 3200 (LLDC analytical), d’'un four REG 101 (BAEI), d’un détecteur
réfractometor IV (TSP) et d’un intégrateur DataJet (TSP).

2.7.6. DOSAGE DE L’ACIDE GLUTAMIQUE

2.7.6.1. PAR CLHP

L’acide L-glutamique a été dosé en CLHP dans le cadre d’une collaboration au
Laboratoire de Chimie Biologique Industrielle du Professeur Paquot de la Faculté
Universitaire des Sciences Agronomiques de Gembloux. L’appareillage utilis€é est un

Biochrom 20 plus Amino Acid Analyser (Biochrom).

2.7.6.2. PAR KIT ENZYMATIQUE

Le dosage est basé sur ’oxydation de I’acide L-glutamique en 2-oxoglutarate en
présence de glutamate déshydrogénase (GIDH). Cette réaction s’accompagne d’une réduction
du NAD" en NADH,H". Apres ajout de chlorure d’iodonitrotétrazolium (INT) et en présence
de la diaphorase, le cofacteur réduit NADH,H" est réoxydé avec formation de formazan.
L’apparition du formazan est suivie en spectrophotométrie a 492 nm. L’eau utilisée pour les
dosages enzymatiques est de 1’eau milliQ. Le kit (Boehringer Mannheim) doit &tre utilisé a

une température comprise entre 20 et 25°C. Le développement de la réaction est réalisé a
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I’obscurité car 'INT est photosensible. Aprés incubation 15 min, la réaction est bloquée dans

de la glace.

Un volume de 1,2 mL d’échantillon de milieu de culture est centrifugé 5 min a
10000 g. Le surnageant est conservé, transféré dans un tube Eppendorf, puis agité
vigoureusement au vortex pendant 1 min. Il est ensuite placé a 80°C au bain-marie pendant
15 min, centrifugé 5 min a 10 000 g et récupéré dans un bécher. Un mL d’échantillon est
ensuite ajouté a 1 mL d’acide perchlorique 1M. Le pH de I’échantillon est ajusté a 8, goutte a
goutte, avec une solution d’hydroxyde de sodium & 1 M puis 0.1 M. Le niveau est ajusté a
10 mL avec de I’eau dans une fiole jaugée. Les mélanges décrits ci-aprés sont directement

préparés dans les microcuves de spectrophotométrie.

Eau milliQ Solution 1 Solution 2 Echantillon Suspension 3
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
Blanc 2,0 0,6 0,2 0 0,2
Test 1,8 0,6 0,2 0,2 0,2

Une fois le mélange réalisé, il est mis a incuber 2 min & température ambiante. La
lecture de la DO; & 492 nm se fait contre une cuve remplie d’eau. La lecture de la DOy a
492 nm est effectuée 2 min plus tard. Si la valeur lue a changé de plus de 0,010 DO, alors
I’échantillon doit étre traité avec une solution d’H>O; pour diminuer la concentration des
substances réductives. Toujours dans les mémes microcuves, 0,030 mL de la solution 4 sont
ajoutées. Apres une incubation de 15 min a température ambiante et a I’obscurité, la réaction
est bloquée dans de la glace et la lecture de la DO, est réalisée. Les calculs permettant

d’obtenir la concentration en acide glutamique sont les suivants :
ADOL .acige-glutamique =(DO2-DO1)rest — (DO2-DO1)B1anc

avec ADOf acige-gutamique >0,100 DO pour un résultat précis.

C L acide-glutamique = (3,030%147,13* ADOL acige-glutamique)/(€.1¥0,2%1000)

Et £14 492 nm=19,9 L.mmol.cm™
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Les résultats sont corrigés par les dilutions successives de I’échantillon.

2.8. TESTS D’ ACTIVITES BIOLOGIQUES

2.8.1. POUVOIR ANTIFONGIQUE

Les tests d’activités antifongiques sont réalisées par dilutions successives de
I’antibiotique en milieu liquide (Besson ef al., 1979). Les cultures en microplaques 96 puits,
voir § 2.6.5., sont réalisées dans un milieu riche : glucose, 40 g/L ; peptone, 10 g/L ; extrait de
levure, 2¢/L.; pH=7.2. L’ensemencement est réalis¢ a une DOgoonm de 0.55 et la lecture

d’absorbance se fait 4 24 h.

2.8.2. POUVOIR HEMOL YTIQUE

Le test d’activité hémolytique est réalisé sur milieu LB gélosé avec ajout de sang de
cheval a 5% (AES laboratoires). Le test est positif lorsque un halo translucide est visible a la

périphérie de la colonie.
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CHAPITRE 3 : ACTIVITE BIOLOGIQUE DES
MYCOSUBTILINES ET EFFET DES CONDITIONS
ENVIRONNEMENTALES SUR LEUR SYNTHESE PAR

B. SUBTILIS
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3. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES MYCOSUBTILINES ET EFFET DES CONDITIONS
ENVIRONNEMENTALES SUR LEUR SYNTHESE PAR B. SUBTILIS

Comme il I’a été précisé dans le § 1.6., de nombreuses expériences sont reportées dans
la littérature sur I'effet des conditions de culture sur la production de lipopeptides, et
notamment sur les iturines. Ces résultats varient parfois en fonction des souches utilisées d’ou
I"intérét de vérifier les conditions de culture pour la souche B. subtilis ATCC 6633. Dans le
cadre de cette étude, de nombreux paramétres ont été étudiés : milieux de culture, source de
carbone et d’azote, pH, taux de transfert en oxygeéne, concentration en fer. Seuls les
parametres présentant un intérét pour 1’étude de la productivité et plus particulierement de la

sélectivité, seront présentés dans ce chapitre.

Afin de guider le travail sur la productivité et la sélectivité de la biosynthese de
mycosubtiline, un travail essentiel a consisté a établir la CMI des différentes isoformes de
mycosubtiline vis-a-vis de microorganismes choisis. Ce travail préliminaire doit déterminer
I"intérét des différentes isoformes en prévision du développement d’applications pouvant faire

suite a ce travail.

3.1. TESTS D’ ACTIVITE ANTIFONGIQUE DES ISOFORMES DE MYCOSUBTILINE

3.1.1. INTRODUCTION

Le tableau 3 présenté dans le chapitre 1 montre que la mycosubtiline est le lipopeptide
iturinique qui a le pouvoir antifongique le plus important. Pour l’iturine A, 1’activité
antifongique est améliorée lorsque la longueur de la chaine carbonée augmente. Le type

d’isoforme semble aussi avoir un rdle (Hbid, 1996).

3.1.2. PURIFICATION DES ISOFORMES DE MYCOSUBTILINES

Un surnageant de culture de B. subtilis ATCC 6633 a été purifié puis concentré
jusqu’a obtenir une solution mére a 250 mg/L. L’injection selon le protocole décrit au

§ 2.7.4.3. a permis d’obtenir le chromatogramme présenté sur la figure 13.
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Figure 13 : Chromatogramme issu de I’analyse en CLHP semi-préparative d’une solution
concentrée en mycosubtiline (250 mg/L). L’échantillon analysé correspond & un surnageant

de culture purifié sur une cartouche ODS de 10 g.

Les fractions correspondant aux pics 2, 3, 4 et 5 ont été récoltées au cours des
injections successives de la solution mére de mycosubtiline. L’identification des pics
majoritaires détaillée au § 3.4.1. a permis de faire correspondre le pic 2 & la mycosubtiline
isoC-16, le pic 4 a la mycosubtiline anteisoC-17 et le pic 5 a la mycosubtiline isoC-17. La
concentration par speed-vac des fractions récoltées a permis 1’obtention de solutions
concentrées dans du méthanol des différentes isoformes de mycosubtiline produites par

ATCC 6633.

La pureté (>98%) de ces solutions concentrées a été vérifiée en CLHP analytique

selon le protocole décrit au § 2.7.4.2.

3.1.3. TESTS D’ACTIVITE ANTIFONGIQUE ET DETERMINATION DE LA CMI

La détermination de la CMI de la solution mere concentrée vis-a-vis de différents
microorganismes est réalisée en microplaque selon les protocoles décrits aux § 2.6.5. et 2.8.1.
Le tableau 11 présente les résultats des tests réalisés par dilutions successives (Besson et al.,
1979).
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Tableau 11 : Détermination de la CMI de la solution mére de mycosubtiline vis-a-vis de différents
microorganismes. Le témoin (Tem.) est réalisé en I’absence du composé testé. Chaque puits testé est

comparé d un puits de contréle réalisé en présence d’un volume de méthanol identique.

64pyM 32pM 16puyM 8puM 4puM 2pM 1pM Tém. Répétitions

Saccharomyces *7)
cerevisiae - - - - + + + +

Candida albicans - - - + + + + + *2
Pichia pastoris - - + + + + + + )
Botrytis cinerea - - - - + + + + *4
Aspergillus niger - - - - + + + + )

+ : croissance visible de la souche a 24h de culture.
- : pas de croissance de la souche a 24h de culture.

Les concentrations minimales inhibtirices déterminées pour la solution mere de
mycosubtiline vis-a-vis des différents micro-organismes a partir des résultats du tableau 11
sont les suivantes :

- Aspergillus niger : 8 umol/L,

- Botrytis cinerea : 8 pmol/L,,

- Candida albicans : 16 pmol/L,
- Pichia pastoris : 32 pmol/L,

- Saccharomyces cerevisiae : § umol/L.

Comme attendu, la solution meére de mycosubtiline a une forte action sur la levure
Saccharomyces cerevisiae (Besson et al, 1979) (Besson et Michel, 1989)
(Latoud et al.,, 1990). La valeur de CMI de 8 pM est conforme aux valeurs de 10 pM
reportées par ces auteurs. La solution mére de mycosubtiline présente une action du méme
ordre de grandeur, 8 uM, sur Botrytis cinerea et sur Aspergillus niger. En revanche, elle
semble sensiblement moins active sur Candida albicans, 16 pM et sur Pichia pastoris,
32 uM.

Compte tenu des faibles quantités d’isoformes de mycosubtiline disponibles, une seule

souche, Botrytis cinerea, a ét€ choisie pour I’étude visant a déterminer la CMI.
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Tableau 12 : Valeurs des CMI (umol/L) des différentes isoformes de mycosubtiline vis-a-vis de
Botrytis cinerea

CMI (umol/L) Myc isoC-16 Myc n-C-16 Myc anteisoC-17 Myc isoC-17

Botrytis cinerea 19 18 8 26

Les résultats indiquent que 1’isoforme anteisoC-17 est la plus active vis-a-vis de
Botrytis cinerea. La valeur de la CMI pour cette isoforme, 8 umol/L, est identique a celle
obtenue pour la solution mere. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer simplement car la
proportion de mycosubtiline anteisoC-17 est élevée dans la solution mere (80%). Une autre
explication serait I’effet de synergie entre différentes isoformes de mycosubtilines. Ce

phénomene a déja été observé a 1'égard d’autres lipopeptides tels que la surfactine et 1’iturine

A (Maget-Dana et al., 1992).

3.1.4. EN BREF

nycosut tzinﬁe;; enant a1’ mfama
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3.2. CHOIX DU MILIEU DE CULTURE DE REFERENCE

3.2.1. INTRODUCTION

Trois milieux de culture principaux permettant la production de lipopeptides par
B. subtilis ATCC 6633 sont décrits dans la littérature (Duitman et al., 1999) : le milieu de
Landy (§ 2.2.1.), le milieu ACS (§ 2.2.2.) et le milieu DSM (§ 2.2.3.). La synthése de
mycosubtiline et de surfactine a ét€ étudiée afin d’identifier lequel d’entre eux deviendra le

milieu de référence pour la suite des expérimentations.

3.2.2. TESTS DES MILIEUX DE LANDY, ACS ET DSM

La croissance et le pH ont été suivis durant des cultures en fioles d’Erlenmeyer de
B. subtilis ATCC 6633 comme décrit au § 2.6.3. Les profils de croissance et d’évolution du

PpH sont représentés sur la figure 14.
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Figure 14 : Evolution du logarithme de la densité optique & 600 nm et du pH lors de cultures
en fioles d’Erlenmeyer de B. subtilis ATCC 6633 sur les milieux de Landy, ACS et DSM
ajustés a pH 7,0.
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La croissance est comparable sur milieu ACS et milieu de Landy avec cependant un
niveau de biomasse 1,8 fois plus important en fin de culture sur milieu ACS. Cette tendance
s’explique car la concentration en dextrose est cinq fois plus élevée dans le milieu ACS. La
croissance limitée de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu DSM s’explique car ce milieu est

spécifique a la sporulation.

Les profils d’évolution du pH des milieux de Landy et ACS sont de nouveau
comparables. Une acidification probablement liée & la production d’acides organiques lors de
I’utilisation du glucose comme source de carbone est suivie d’une alcalinisation démarrant
lorsque la ceilule reconsomme ces mémes acides ou bascule sur la consommation de 1’acide
glutamique (milieu de Landy) ou de ’acide citrique (milieu ACS). Cependant, les variations
de pH sont plus faibles avec le milieu ACS. Concernant le milieu DSM, une bréve chute de
pH se produit rapidement, directement suivie par une forte remontée de celui-ci qui se
stabilise aux environs de pH 9. Cette montée de pH s’explique car I'unique source de carbone
de ce milieu est la tryptone. La consommation de ce substrat comme source de carbone
s’accompagne classiquement d’une production d’ammoniaque et provoque 1’alcalinisation du

milieu de culture.

La figure 15a présente deux exemples de chromatogrammes issus de 1’analyse en
CLHP des mycosubtilines et des surfactines réalisées comme il a été décrit au § 2.7.4.2. Les
résultats sont obtenus apres injection des surnageants purifiés, voir § 2.7.4.1., d’une culture de

B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy.
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Figure 15a : Chromatogrammes issus de ’analyse en CLHP des lipopeptides produit par

B. subtilis ATCC 6633 apres 52 h de culture en fioles dans le milieu de Landy. Les
échantillons analysés correspondent aux surnageants de culture purifiés sur cartouches ODS.
Les profils de la dérivée seconde du spectre d’absorbance (220-380 nm) est donné pour

chaque pic. En haut : analyse des mycosubtilines. En bas : analyse des surfactines.

Les deux familles de lipopeptide produites par ATCC 6633 sont identifiées grice a la
spécificité de leur signal en dérivée seconde. Il est & noter que cette spécificité est plus
marquée pour la famille des mycosubtilines (figore 15a, en haut) que pour celle des
surfactines (figure 15a, en bas). Les aires des pics identifiés sont additionnées afin de calculer
la concentration totale pour chaque famille. L’identification des isoformes de mycosubtiline
représentées par les pics 1, 2, 3, 4 et 5 sera détaillée au § 3.4.1.

Les différents échantillons ont également été analysés par spectrométrie de masse
MALDI-TOF selon le protocole donné au § 2.7.4.4. Un exemple de résultat est présenté dans
la figure 15b afin de déterminer la longueur des chaines carbonées des homologues de

mycosubtilines produits par ATCC 6633.
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Figure 15b : Spectre de masse MALDI-TOF provenant d’un surnageant pré-purifié sur
colonne C18 d’une culture de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy.

Les pics correspondants aux rapports m/z de 1109,528 et 1123,515 sont a rapprocher
des valeurs théoriques des rapports m/z des mycosubtilines C-16 [M+K*] et C-17 [M+K"].
Aucune mycosubtiline C-14 ou C-15 n’est détectable. La plupart des autres pics
correspondent aux formes [M], [M+H'] ou [M+Na®] des différents homologues de
mycosubtines données au § 2.7.4.4. L’analyse du spectre de masse révele également la
présence d’une molécule avec une masse supérieure de 14 uma. Il pourrait s’agir d’un variant
de mycosubtiline dans lequel un acide aminé est substitué par un autre, la thréonine 2 la place
de la sérine par exemple, d’une mycosubtiline C-18 ou encore d’une mycosubtiline modifiée
par les conditions de purification, comme une méthylation. Ce type de résultat a déja été
obtenu, dans d’autres conditions de purification des lipopeptides pour 1’iturine E (Besson et

Michel, 1987).
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La figure 16 présente les différentes productions des mycosubtiline et surfactine

obtenues dans les trois milieux étudiés aprés 52 h de culture.
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Figure 16 : Concentrations en mycosubtiline et surfactine apres 52 h de culture en fioles de
B. subtilis ATCC 6633 dans les milieux DSM, ACS et Landy. Les barres d’erreur représentent

Uécart-type a la moyenne.

Le milieu ACS permet la production de mycosubtiline la plus importante, vient ensuite
le milieu de Landy. La production de mycosubtiline dans le milieu DSM se trouve sous la
limite de détection de 1’appareillage utilisé (<0,5 mg/L). La quantité de surfactine produite est
trés faible sur milieu de Landy et DSM. Par conséquent, les surfactines n’ont pas pu &tre

détectées sur I’exemple de spectre de masse MALDI-MS.

Sur le milieu ACS, la production de biomasse est plus importante que sur le milieu de
Landy, le pH varie de facon moins importante et la production globale de lipopeptides y est
plus importante. Cependant, sur le milieu de Landy, le rapport quantité de mycosubtiline sur
quantité de surfactine y est supérieur, la production de lipopeptides par unité cellulaire y est

plus importante.

Les niveaux de production différents de la production de mycosubtiline et de
surfactine obtenus avec des milieux de culture différents indiquent une régulation différente
de leur syntheése. Duitman et al. (2007) ont, en effet, démontré que les 2 peptides non
ribosomaux synthétisés par ATCC 6633 ne sont pas régulés par les mémes mécanismes. 11 est

connu que ComA est impliqué dans le mécanisme global de transduction du signal du
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chorum-sensing qui agit comme régulateur de P'expression srf (Nakano et Zuber, 1991), le
géne qui code pour la surfactine synthétase responsable de la synthése de la surfactine.
Pourtant les études réalisées avec un mutant d’ATCC 6633 AcomA ne montrent aucun effet de
I’absence de ComA sur I’expression du géne myc codant pour la mycosubtiline synthétase

responsable de la synthése de surfactine.

Le milieu de Landy apparait comme étant le milieu le mieux adapté pour atteindre les

objectifs poursuivis. Il conviendrait toutefois de pouvoir réduire les variations de pH.

3.3. INFLUENCE DU PH

3.3.1. CULTURE EN FIOLES SUR MILIEU DE LANDY TAMPONNE

3.3.1.1. EN PRESENCE DE MOPS 100 MM

Le milieu de Landy ayant ét€ choisi comme référence, I’effet de 1’ajout d’un tampon
zwitterionique permettant une limitation des variations du pH au cours de la culture a été
testé. La condition témoin est comparée a une condition additionnée de tampon MOPS pH 7,0
a une concentration de 100 mM, voir le § 2.2.1.4. Outre le suivi de la croissance et du pH, la
cinétique de consommation du glucose, de ’acide glutamique et les cinétiques de production
du lactate, de 1’acétate, de ’oxalate et des mycosubtilines ont été étudiées. Les différents

dosages sont décrits aux § 2.7.5.

La figure 17 montre les profils d’évolution de la croissance de B. subtilis ATCC 6633
ainsi que ceux du pH du milieu de Landy en présence, ou non, d¢ MOPS a une concentration

de 100 mM.
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Figure 17 : Evolution du logarithme de la DO a 600 nm et du pH au cours de cultures en
fioles de B. subtilis ATCC 6633 dans le milieu de Landy et le milieu de Landy tamponné a pH
7,0 par du MOPS a une concentration de 100 mM. La moyenne est calculée sur les résultats
obtenus a partir trois cultures ayant été inoculées a des niveaux de biomasse identiques. Les

barres d’erreur représentent l’écart-type a la moyenne.

La courbe de croissance de la condition témoin révele quatre phases. D’abord la phase
de latence, quasi-inexistante, suivie d’une phase de croissance rapide accompagnée d’une
forte acidification. Puis la croissance montre un ralentissement entre 4 et 8 h qui se traduit par
un ralentissement de 1’acidification. Cette croissance ralentie correspond a un changement de
métabolisme probablement 1lié a une limitation par un des substrats, au passage de
consommation d’une source carbonée a une autre, a une inhibition par un des produits ou a un
mauvais couplage énergétique en raison de la valeur basse du pH proche de 5,3. Enfin, la

quatrieéme zone traduit la suite de la croissance, beaucoup plus lente, accompagnée d’une lente

remontée du pH.

Les profils de croissance sont comparables entre les deux conditions. Le MOPS
concentré a 100 mM n’influence donc pas le développement du microorganisme. Le profil

d’évolution du pH montre une variation de 0,5 unité pH autour du point de consigne et la
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chute du pH durant les premieres heures est mieux maitrisée. Ce résultat étant satisfaisant, une
analyse physiologique plus poussée est réalisée afin de mieux caractériser la culture. La figure
18 présente I’évolution de la consommation du glucose ainsi que de 1’apparition de 1’acétate

et du lactate. La présence d’oxalate n’a pu étre mise en évidence.
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Figure 18 : Evolution de la consommation du glucose, de [’apparition de [’acétate et du
lactate au cours de cultures en fioles de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy et milieu

de Landy tamponné a pH 7,0 par du MOPS a une concentration de 100 mM.

Les résultats présentés sur la figure 18 sont issus d’analyses en CLHP réalisées comme
décrit au § 2.7.5. Les temps de rétention Tr des composés analysés sont les suivants : Tk du
glucose : 3,6 min, Tr de 1’acide lactique : 4,7 min, Tr de I’acide acétique : 5,6 min. La vitesse
de consommation du glucose est un peu ralentie aprés 24 h dans le milieu de Landy
tamponné. Au niveau de I’apparition de I’acétate, le maximum apparait sur les courbes dans
les deux cas a 12 h de culture. Ce maximum est trois fois plus élevé et la reconsommation de
cet acide se réalise plus vite pour le milieu tamponné. Quant a I’acide lactique, les niveaux de
production sont similaires. Le maximum est atteint aprés 12 h pour le milieu tamponné et

apres six heures pour le milieu de Landy. D’autres molécules pourraient étre responsables de
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la phase d’acidification, notamment I’acide pyruvique mais il n’a pu étre dosé & 1’aide de la
colonne utilisée. La reconsommation des acides organiques se poursuit pour les deux milieux
jusqu’a 60 h de culture. Ces résultats montrent dans un premier temps un parallélisme entre la
chute du pH et ’apparition de ces acides et dans un deuxi¢me temps entre 1’augmentation du
pH et leur reconsommation. Le suivi de la consommation de I’acide glutamique est donné

dans le tableau 13.

Tableau 13 : Concentration en g/L de ’acide glutamique dans le milieu de Landy et milieu de Landy
tamponné a un pH de 7,0 par du MOPS a une concentration de 100 mM lors de cultures en fioles de

B. subtilis ATCC 6633.

Landy Landy MOPS 100 mM a pH 7,0
Age (h) [Acide glutamique] (g/L) [Acide glutamique] (g/L)
10 2,992 3,283
30 1,438 1,999
80 0,024 0,075

La consommation d’acide glutamique est concommitente de la consommation du
glucose. Elle parait 1égérement plus rapide dans le cas du milieu de Landy. Mais trop peu de
points sont disponibles pour observer une réelle différence dans la cinétique de
consommation. La cinétique de production des mycosubtilines est représentée sur la figure 19.

Les analyses sont réalisées selon le protocole décrit au § 2.7.4.2.
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Figure 19 : Cinétique de production des mycosubtilines par .B. subtilis ATCC 6633 sur milieu

de Landy non tamponné ou tamponné a pH 7,0 par du MOPS @ une concentration de 100 mM.

La production est observée durant les 80 premigres heures et atteint un maximum de
55 mg/L a 60 h en présence de MOPS 100 mM. La diminution de la concentration en
mycosubtilines aprés 48 h, plus marquée sur le milieu de Landy non tamponné, doit étre
analysée avec précaution compte tenu des écart-types importants sur les valeurs mesurées.
Cette chute pourrait étre due a un probléme d’interférence entre le pH de I’échantillon et la
méthode de purification des lipopeptides. En effet, le pH atteignant une valeur élevée de 8
pourrait modifier le comportement des lipopeptides lors de leur prépurification sur colonne
C18. Cette hypothese pourrait d’ailleurs expliquer que ’on ne dose aucun lipopeptide sur le
milien DSM lorsque le pH atteint la valeur de 9 (§ 3.2.2.). De plus, une dégradation ou une
reconsommation des mycosubtilines pourraient avoir lieu lorsque le pH remonte ou lorsque

plus aucune autre source de substrat carboné n’est disponible.

La cinétique de production des isoformes isoC-16, anteisoC-17 et isoC-17 de

mycosubtiline est présentée sur la figure 20.
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Figure 20 : Evolution des profils des isoformes de mycosubtiline produites par B. subtilis
ATCC 6633 lors de culture en fioles sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné a pH 7,0
par du MOPS a une concentration de 100 mM.

Il n’y a peu d’évolution des proportions relatives des isoformes au cours de la culture.

Seules les proportions de mycosubtiline isoC-16 et anteisoC-17 augmentent 1égérement a 36 h

et 80 h de croissance. Le profil moyen est constitué d’environ 20% de mycosubtiline isoC-16,

de 25% de mycosubtiline isoC-17 et 55% de mycosubtiline anteisoC-17.
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La cinétique de production des surfactines est présentée sur la figure 21.

&5

2]

3

i

LTy

Figure 21 : Cinétique de production des surfactines par B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de

Landy non tamponné ou tamponné a pH 7,0 par du MOPS a une concentration de 100 mM.
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La production de surfactine atteint un maximum de 82 mg/L a2 80 h en présence de
MOPS 100 mM. Cette synthese est découplée de la phase de croissance. Elle démarre en
phase stationnaire et est typique d’un produit du métabolisme secondaire ce qui ne correspond
pas aux résultats de la littérature. D’aprés Leenders ef al., 1999, la surfactine serait produite
par B. subtilis ATCC 6633 durant la phase exponentielle de croissance lors d’une culture sur
milieu de Landy. La quantité de mycosubtiline produite rapportée a la quantité de surfactine
produite est égale 2 5,22 2 48 h et 2 0,92 4 60 h. Cela indique que la sélectivité de la synthése
entre les deux groupes de lipopeptides de B. subtilis ATCC 6633 varie fortement au cours du
temps. Dans notre cas, la recherche d’un rapport €levé permettant de favoriser la production
de mycosubtiline au détriment de la production de surfactine orientera 1’arrét des cultures

apres 48 h de croissance, c’est a dire au début de la phase stationnaire,

3.3.1.2. AUTRES TAMPONS

Des cultures en fioles de B. subrilis ATCC 6633 sur milieu de Landy pH 7,0 en
présence de tampons phosphate 100 et 250 mM ou MOPS 50 et 250 mM n’ont pas permis
d’observer une croissance bactérienne suffisante. L’observation au microscope réalisée a
partir d’échantillons prélevés sur ces cultures a permis de révéler un agencement des bacilles
en pelotes ou flocs ainsi que la présence de spores au centre de ces pelotes. Plusieurs essais de
remise en suspension des cellules dans du milieu de Landy frais ont été réalisés afin de tenter
de redémarrer la culture. Mais aucune croissance n’a pu &tre observée dans ces conditions de

travail.

3.3.2. CULTURE EN FIOLES SUR MILIEU DE LANDY A DIFFERENT PH

Une concentration en tampon de 100 mM permet de limiter les variations de pH sans
affecter la croissance. L’étude se poursuit en faisant varier le pH initial du milieu de culture
tamponné de sorte a faire varier la plage de travail en pH et de mesurer son influence sur la
physiologie du microorganisme et la production des mycosubtilines. Les parametres suivis au
cours de ces cultures sont la concentration cellulaire, le pH, la concentration en glucose
résiduel, en acide glutamique, en acétate, en lactate et en mycosubtiline. Un deuxieéme tampon
zwittérionique, le MES, est utilisé car le pKa du MOPS d’une valeur de 7,20 a 25°C ne
permet pas de tamponner efficacement dans des zones de pH proches de 6. Le pKa du MES a
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25°C est de 6,10. Pour pouvoir comparer les résultats entre les expériences avec le MOPS et
le MES, une expérience est réalisée entre les tampons au méme pH de 6,5. Pour résumer, 4

cultures a différents pH sont lancées en parallele :

e A pH 7,0 sans tampon (témoin),

e A pH 6,5 en présence d’un tampon MOPS 100 mM,
® A pH 6,5 en présence d’un tampon MES 100 mM,
e A pH 6,0 en présence d’un tampon MES 100 mM.
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——MOPS6500

——MES6500

——MES6D0

LN DOygq oy (1. DO)

——MOPS6,5pH
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Age (heures)

Figure 22 : Evolution du logarithme de la DO a 600 nm et du pH lors de cultures en fioles de
B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landynon tamponné ou tamponné a pH 6,5 par du MOPS
100 mM, a pH 6,5 par du MES 100 mM et a pH 6 par du MES 100 mM.

La figure 22 permet de constater que les courbes de croissance sont comparables.
Seuls la phase de latence sur les milieux tamponnés a pH 6,5 est plus longue et la
concentration en biomasse en fin de culture sensiblement plus faible. Concernant le pH, il y a
moins de variations sur les milieux tamponnés par le MES. Cela peut étre dii soit a un
meilleur effet tampon, soit a une production plus faible en molécules acidifiantes ou a leur re-

consommation plus rapide.
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Les figures 23, 24 et 25 représentent les cinétiques de la consommation du glucose et

d’apparition de I’acétate et du lactate.

| —o—Giucose Landyii
—=— Glucose MOPS 6,5

—a— Glucose MES 6,5
—a— Glucose MES 6

[glucose] (g/1)

Age (heures)

Figure 23 : Evolution de la consommation en glucose lors de cultures en fioles de B. subtilis
ATCC 6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM,
a pH 6,5 par du MES 100 mM et a pH 6 par du MES 100 mM.

L’évolution de la concentration en glucose montre qu’en fin de culture il reste une
quantité non négligeable dans le cas des milieux tamponnés par le MES. Il est & noter que la
vitesse de consommation du glucose dans la condition MOPS pH 6,5 ralentit a partir de 24 h
comparativement a la condition témoin en raison d’une entrée en phase stationnaire plus

précoce.

La cinétique d’apparition de I’acétate est sensiblement identique dans tous les milieux

étudiés, cependant, les maxima de production different (figure 24).
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Figure 24 : Evolution de I’apparition de I’acétate lors de cultures en fioles de B. subtilis
ATCC 6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM,
a pH 6,5 par du MES 100 mM et a pH 6,0 par du MES 100 mM.

La production la plus importante apparait dans le milieu tamponné a pH 6,0 par le
MES, suivi de preés par le milieu tamponné a pH 6,5 par le MES. Ensuite vient le milieu
tamponné a pH 6,5 par le MOPS, avec une production plus basse que dans le milieu tamponné
par le MES au méme pH. En dernier lieu, on retrouve le milieu de Landy, avec une

production trois fois plus faible.

La production du lactate semble plus tardive que pour I’acétate puisqu’elle apparait
seulement apres 6 h et n’atteint que 0,2 g/l au maximum a 12 h (figure 25). Elle est quasi
nulle a pH 6,0. Les milieux tamponnés a pH 6,5 ont des taux de production similaires,
cependant les maxima sont atteints a des moments différents. Les taux de production sont

deux a trois fois plus faibles que pour le témoin.
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Figure 25 : Evolution de I’apparition du lactate lors de cultures en fioles de B. subtilis ATCC
6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM, a pH
6,5 par du MES 100 mM et a pH 6 par du MES 100 mM.

Le tableau 14 présente les résultats des dosages de I’acide glutamique.

Tableau 14 : Concentration de [’acide glutamique (g/L) dans le milieux de Landy non tamponné,
tamponné a pH 6,5 par du MOPS ou du MES a une concentration de 100 mM ou tamponné a pH 6 par
du MES a une concentration de 100 mM lors de cultures en fioles de B. subtilis ATCC 6633.

Landy MOPS 6,5 MES 6,5 MES 6
10h 2,992 3,288 3,847 3,629
30h 1,438 2,128 1,305 1,590
80 h 0,024 0,163 0,154 0,131

Certaines différences sont observables entre les milieux tamponnés par du MOPS et
par du MES. Il semble que la consommation d’acide glutamique soit plus élevée entre 0 et 10

h en présence de MOPS et entre 10 et 80 h en présence de MES. Cependant, il faudrait les
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analyses d’un plus grand nombre d’échantillons pour confirmer cette observation. La figure

26a montre les cinétiques de production de mycosubtiline.
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Figure 26a : Cinétique de production de mycosubtiline lors de cultures de B. subtilis ATCC
6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM, a pH
6,5 par du MES 100 mM et a pH 6 par du MES 100 mM.

La production de mycosubtiline est fortement variable au-dela de 48 h dans le cas de
la culture témoin ce qui renforce 1I’idée de limiter les variations de pH en utilisant un tampon.
Elle est meilleure dans le milieu tamponné avec du MOPS a pH 6,5. Elle atteint 69 mg/L et
est 5 fois supérieure a celle observée avec le MES au méme pH a 60 h. Cette différence
importante peut avoir deux origines : I’évolution du pH qui est 1égerement différente entre les
deux expériences ou un effet direct du MES ou d’un de ses contaminants (OVS) sur le

métabolisme cellulaire (Vilarino et al., 1997).

Sur le milieu tamponné par le MOPS, la production se poursuit plus longtemps que sur
le milieu de Landy. Aucune chute de la concentration en mycosubtiline n’est observée.
L’hypothese du § 3.3.1.1.. expliquant la diminution de la concentration en mycosubtiline par

un pH alcalin n’est plus valable dans ce cas. Il s’agit plus probablement d’une
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reconsommation de la mycosubtiline comme substrat lorsque toutes les sources de carbone
sont consommeées. Se basant sur ce résultat et pour la suite du travail, les cultures seront

arrétées 48 h apres inoculation. La figure 26b présente les cinétiques de production de

surfactine.
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Figure 26b : Cinétique de production de surfactine lors de cultures de B. subtilis ATCC 6633
sur milieu de Landy tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM, a pH 6,5 par du MES 100 mM
et a pH 6 par du MES 100 mM. Comparaison avec le témoin sur milieu de Landy non

tamponné.

Dans le cas des cultures en présence de MES, une faible production de surfactine est
observable dans les 24 premieres heures. La concentration chute entre 24 et 48 h puis
augmente légerement entre 48 et 80 h. Il apparait que la culture en présence de MOPS
100 mM pH 6,5 favorise la synthese de surfactine puisque 119 mg/L sont obtenus apres 80 h
de culture, soit huit fois plus que sur milieu de Landy non tamponné. La quantité¢ de
mycosubtiline produite rapportée a la quantité de surfactine produite est égale a 2,32 2 48 h et
a 1,23 a 60 h. Lors des cultures de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy en présence de
MOPS 100 mM pH 7.0 (§ 3.3.1.1..), ce rapport était de 5,22 2 48 h et de 0,92 a 60 h.
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Figure 27 : Evolution des profils des isoformes de mycosubtiline produites par B. subtilis
ATCC 6633 lors de cultures sur milieu de Landy tamponné a pH 6,5 par du MOPS 100 mM, a

pH 6,5 par du MES 100 mM et a pH 6 par du MES 100 mM. Comparaison avec le témoin sur
milieu de Landy non tamponné.
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La figure 27 représente 1’évolution des proportions des isoformes de mycosubtiline au
cours du temps pour les différentes expériences. On ne reléve pas de différence notable entre
les profils dans les milieux témoins ou tamponnés par le MOPS et le MES. Le profil moyen se
constitue d’environ 20% de mycosubtiline isoC-16, de 25% de mycosubtiline isoC-17 et 55%
de mycosubtiline anteisoC-17. L’aspect cinétique de la syntheése ne releve pas d’évolution
notable du profil au cours du temps sauf pour les expériences témoin et MES pH 6.5 ou
aucune mycosubtiline C-17 n’est détectable a 24 h. Ce résultat est probablement lié aux trés

faibles concentrations en mycosubtiline détectées a 24 h.

3.3.3. EN BREF
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3.4. INFLUENCE DES SOURCES AMINEES SUR LA NATURE DE LA CHAINE LIPIDIQUE DES

MYCOSUBTILINES

3.4.1. INFLUENCE CHEZ B. suBTILIS ATCC 6633 ET BBG100

La composition du milieu de culture et notamment celle en acides aminés influence la
production de lipopeptides en modifiant la proportion des différents homologues ou isoformes
de lipopeptides synthétisés (Chevanet et al., 1986) (Besson et Hourdou, 1987) (Hourdou et
al., 1989) (Besson et al., 1992). Dans la littérature, les acides aminés les plus influents sur la
production de lipopeptides sont I’acide glutamique, I’alanine, la valine, la leucine, I’isoleucine
et la thréonine. IIs ont donc été testés afin de mesurer leur influence sur la formation sélective
d’isoformes de mycosubtiline par ATCC 6633 et son dérivé BBG100. IIs sont ajoutés a une
concentration de 2 g/LL (Besson et al., 1992) a un milieu de Landy modifié, ou I’acide
glutamique est remplacée par du sulfate d’ammonium a 2,3 g/L, voir § 2.2.1.5. L’ajout

d’acide palmitique a aussi été testé.
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Figure 28 : Proportions des diverses isoformes présumées de mycosubtiline (en bleu foncé :
isoC-16 ; en rouge : anteisoC-17 ; en jaune : isoC-17) apres 48 h de culture de B. subtilis
ATCC 6633 sur milieu de Landy modifi¢ MOPS 100 mM pH 7,0 additionné d’alanine, de
valine, d’isoleucine, d’acide glutamique, d’acide palmitique, de thréonine ou de leucine. Les

cultures sont réalisées en duplicat sauf dans les conditions leucine et thréonine.
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La figure 28 montre les proportions des divers homologues et isoformes présumés de
mycosubtiline dosés par CLHP et produits par la souche B. subtilis ATCC 6633 pour les
différents acides aminés testés. Aucune production n’a pu étre observée pour le témoin de
culture. En présence d’acide glutamique a 2 g/L, le profil obtenu est proche du profil moyen
obtenu sur milieu de Landy (acide glutamique 2 5 g/L) et décrit au § 3.3.2. Le méme profil est
obtenu en présence d’alanine. En présence d’isoleucine ou de thréonine, de valine et de
leucine, la formation d’un pic fortement majoritaire est a chaque fois observée. Les résultats
de CLHP ont été complétés par une analyse en spectrométrie de masse, voir § 2.7.4.4. pour les

conditions de culture additionnées de valine et d’isoleucine (figures 29 et 30).
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Figure 29 : Spectre de masse MALDI-TOF provenant d’un surnageant pré-purifié sur colonne
C18 d’une culture de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy modifié MOPS 100 mM pH

7,0 additionné de valine.
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Le rapport du pic principal m/z de 1109,513 est a rapprocher de la valeur théorique du
rapport pour la mycosubtiline C-16 [M+K"] qui est de 1109,539.
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Figure 30 : Spectre de masse MALDI-TOF provenant d’un surnageant pré-purifié sur colonne
C18 d’une culture de B. subtilis ATCC 6633 sur sur milieu de Landy modifié MOPS 100 mM
PH 7,0 additionné d’isoleucine.

Le rapport m/z de 1123,484 est a rapprocher de la valeur théorique du rapport pour la
mycosubtiline C-17 [M+K"] qui est de 1123,554.

La figure 29 montre qu’en présence de valine, il y a orientation de la production vers
une isoforme de type C-16. Le résultat de la figure 30 montre que lorsque le milieu de culture
contient de I’isoleucine ou de la thréonine, une isoforme a longue chaine lipidique C-17 est

produite majoritairement.
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Ces résultats permettent d’identifier les différents pics de mycosubtiline sur la base de
travaux réalisés par Kaneda présentés dans le § 1.5.2 et largement résumées dans une revue en
1991. Ces travaux montrent que chez B. subtilis, 1I'isobutyryl-CoA, 1’isovaléryl-CoA et le
méthyl-2-butyryl-CoA proviennent soit de la synthése de novo d’acides gras branchés, soit de
I’apport exogeéne respectif de la valine, de la leucine ou d’isoleucine. Ces intermédiaires
métaboliques sont les précuseurs respectifs des acides gras isoC-14 ou C16, isoC-15 ou C-17
et anteisoC-15 ou C-17. Plus récemment, des auteurs ont étudié€ les proportions d’acides gras
S-hydroxylés incorporés dans un composé lipopeptidique X (proche de la surfactine) (Besson
et al., 1992) en fonction de différentes conditions d’ajout d’acides aminés branchés. Ces
auteurs ont montré que chez ATCC 6633, la présence de valine permettait d’augmenter la
proportion d’acide gras f-hydroxylés iso pairs, la présence d’isoleucine celle d’acides gras f-
hydroxylés anteiso impairs (particulierement I’homologue C-15) et la présence de leucine

celle d’acides gras S-hydroxylés iso impairs.

Comparées a nos résultats, ces informations nous permettent de conclure que la
présence de valine favorise la formation de mycosubtiline isoC-16, la présence d’isoleucine

celle de mycosubtiline anteisoC-17 et la présence de leucine celle de mycosubtiline isoC-17.

La disponibilité en précurseurs d’acide gras étant impliquée dans la sélectivité de la
synthese d’isoformes de mycosubtiline un schéma métabolique de synthese est proposé dans
la figure 31. Il est 4 noter que la thréonine étant un précurseur de 1’isoleucine (Sonenshein et
al., 2001), cela explique que les profils obtenus en présence de ces deux acides aminés soient

similaires.
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Figure 31 : Métabolisme candidat de la synthese de mycosubtiline isoC-16 et anteisoC-17

chez B. subtilis (modifié de Kegg)
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La figure 32 représente les proportions des diverses isoformes de mycosubtiline
produites par la souche recombinante B. subtilis BBG100 dans différentes conditions d’ajout

d’acides aminés.
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Figure 32 : Proportions des diverses isoformes de mycosubtiline (en bleu foncé : isoC-16 ; en
vert : C-16 ; en bleu clair : C-16 ; en rouge : anteisoC-17 ; en jaune : isoC-17) apres 48 h de
culture de B. subtilis BBG100 sur milieu de Landy modifi¢ MOPS 100 mM pH 7,0 additionné
d’alanine, de valine, d’isoleucine, d’acide glutamique, d’acide palmitique, de thréonine et de

leucine. Les cultures sont réalisées en duplicats.

Comme précisé dans la section matériels et méthodes, la souche BBG100 a été
obtenue dans un précédent travail (Leclere et al., 2005) par remplacement du promoteur P,
de I’opéron myc codant pour la mycosubtiline synthétase par un promoteur fort constitutif
P,pv originaire du plasmide pUBI110 de Staphylococcus aureus. Cette souche est
surproductrice de mycosubtiline synthétase. Par rapport aux cultures de B. subtilis ATCC
6633, les analyses en CLHP révelent la présence de deux homologues supplémentaires (en
vert et bleu clair sur la figure 32). Etant en quantité faibles, ils ne sont pas caractérisables
facilement. Nous pensons qu’il s’agit de deux isoformes de mycosubtiline C-16. II est
intéressant de remarquer que globalement les profils des isoformes de mycosubtiline sont
comparables entre les deux souches. La différence majeure se retrouve pour la condition

témoin puisque BBG100 produit les trois principales isoformes
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(isoC-16, anteisoC-17, iso C-17) de mycosubtiline et non ATCC 6633. En présence d’acide
palmitique, les isoformes anteisoC-17 et isoC-17 ne sont pas dans les mémes proportions
mais la déviation standard est trés élevée pour cette expérience. Ceci est dii aux interférences
analytiques générées par I’acide palmitique qui interagit probablement avec la matrice C-18
de la colonne de séparation. De plus, le probleme de la solubilité de 1’acide palmitique dans le
milieu de Landy modifié entraine des difficultés dans la réalisation des expériences et de leur
suivi. Il n’existe pas de différence entre la condition témoin et celles en présence d’acide
glutamique et d’alanine. Comme dans le cas de B. subtilis ATCC 6633 en présence de valine,
la production est orientée vers I’isoforme de type isoC-16. De la méme facon, en présence
d’isoleucine ou de thréonine, I’isoforme anteisoC-17 est produite majoritairement. En

présence de leucine, la production de 1’isoforme de type isoC-17 est favorisée.

3.4.2. EN BREF
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3.5. PRODUCTIVITE EN MYCOSUBTILINE ET SOURCES CARBONEES

Des auteurs ont réalisé une étude sur 1’influence de la source carbonée en testant la
capacité de synthése d’iturines par B. subrtilis NCIB 8872 en présence de glucose, de glycérol,
d’acide lactique, d’acide pyruvique et d’acide citrique (Besson ef al., 1987). L’utilisation des
acides organiques a conduit & une quasi-absence de synthése d’iturine. Ce phénomene serait
lié aux valeurs extrémes de pH atteintes lors des ces cultures non tamponnées. En revanche,
une forte syntheése d’iturine a été observée en présence de glycérol. L utilisation du glycérol
doit permettre de limiter la production d’acides organiques et aussi la répression catabolique
exercée dans certains cas par le substrat. Nous avons donc testé cette source carbonée lors
d’expériences ou le glucose est remplacé de facon équimolaire par du glycérol. Dans cette
étude, 1’objectif est de déterminer si 1’utilisation du glycérol permettait d’atteindre au moins la
productivité en mycosubtiline obtenue en présence de glucose. Les cultures ont été réalisées
avec la souche B. subrilis BBG100 dans le milieu de Landy modifié tamponné par du MOPS
100 mM a pH 7,0.

0,5
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Figure 33 : Productivités spécifiques en mycosubtiline produite par B. subtilis BBG100 aprés
72 h de culture sous différentes conditions (variation des sources carbonées : glucose et
glycérol, et des sources aminées : acide glutamique, alanine, valine, leucine, isoleucine et

thréonine). Les cultures sont réalisées en duplicat.
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La comparaison de la valeur moyenne des productivités spécifiques en mycosubtiline
pour chaque série d’acide aminé testée montre que le remplacement par du glycérol ne permet
pas d’atteindre des valeurs plus élevées (figure 33). Les écarts-types mesurés sur la
productivité spécifique sont importants et se recouvrent au sein de chaque série rendant
I'interprétation difficile. Le glucose permettrait cependant 1’obtention de productivité
spécifique moyenne sensiblement plus élevée. Les résultats obtenus en présence de glycérol
pourraient par exemple &tre exploités dans un procédé de production en bioréacteur alimenté
en continu, ol les concentrations en source carbonée peuvent étre élevées, sans provoquer de
répression catabolique chez Bacillus. Aucun effet sur la sélectivité du profil de biosynthese
des isoformes de mycosubtilines n’a été observée entre les cultures réalisées en présence de

glucose et celles en présence de glycérol.

3.6. INFLUENCE DU FER SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR B. suBTiLIS ATCC
6633 ET BBG100

3.6.1. INTRODUCTION

Si I’on se réfere au § 3.3.1.1., la croissance montre un ralentissement entre 4 et 8 h qui
se traduit par un ralentissement de 1’acidification et qui se prolonge ensuite lors de la phase
d’alcalinisation. Cette croissance ralentie pourrait &tre 1i€ a une limitation par un des substrats,
notamment une carence en fer. De plus, selon certains auteurs, I’ajout de fer dans le milieu de
culture non tamponné peut entrainer une augmentation de la production en surfactine par B.
subtilis ATCC 21332 (Wei et Chu, 1998). Un effet semblable pourrait étre observé sur la
production de mycosubtiline par B. subtilis ATCC 6633.

3.6.2. EFFET D’UN AJOUT

Des cultures de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy supplémenté en fer ont été
réalisées. Les concentrations testées sont 6, 60 et 600 uM. Les cinétiques d’évolution de la

croissance et du pH d’ATCC 6633 sont données dans la figure 34.
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Figure 20 : Evolution de la DO et du pH en fonction du temps pour des cultures en fioles de
B. subtilis ATCC 6633 avec différente concentration en fer: A : 6 uM, B : 60 uM, C : 600 uM

Les courbes d’évolution de 1a DO et du pH obtenues avec ATCC 6633 sont similaires
entre-elles. Les cinétiques de croissance montrent dans tous les cas un ralentissement de la
croissance comme évoqué au § 3.3.1.1. Dans I’hypothése ou ce ralentissement est di & une
limitation par un des composés du milieu de culture, il ne semble donc pas que le fer soit en

cause. Le fer ne semble donc pas étre limitant. Concernant le pH, les courbes correspondant
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aux ajouts de 6, 60 et 600 uM en fer sont comparables entre elles et sont similaires au témoin
du § 3.3.1.1. durant les 48 premieres heures. Une légere acidification inexpliquée apparait

entre 48 et 72 h.

Les productions de mycosubtiline sont données pour la souche BBG100 dans le

tableau 15.

Tableau 15 : Concentrations en mycosubtiline pour les cultures avec ajout de fer.

Concentration en fer (UM) myc((r)rs?lglb},t;lme
6 139
60 143
600 75

Une production similaire en mycosubtiline est observée dans le cas d’ajout de 6 et 60
uM de fer. En revanche, I’augmentation de la concentration en fer au-dela de 60 uM
s’accompagne d’une diminution de la production. Dans ces conditions, la concentration en fer

devient inhibitrice de la synthése de mycosubtiline.

3.6.3. EN BREF
e limitation par le fer, Un

ajout de
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3.7. EFFET DU TRANSFERT D’OXYGENE SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE DANS UN
SYSTEME DE CULTURE AEREE EN SURFACE RAMOS

3.7.1. INTRODUCTION

Le ralentissement de la croissance observé au § 3.2.1.1. entre quatre et 8 h de culture
pourrait étre 1i€ a une limitation par 1’oxygene. Cette étude comporte un double intérét car le
métabolisme de l'oxygéne peut influencer la voie non ribosomale de synthése des
lipopeptides microbiens (Desai et Banat, 1997) (Jacques et al., 1999). L’influence de
I’aération sur la production de surfactine (Sen et Swaminathan, 1997) a en effet été montrée
sur des cultures : plus les conditions de transfert sont importantes, plus la production en
surfactine est élevée. Le taux de transfert en oxygéne (OTR) est un parameétre essentiel pour
quantifier ’effet de différentes conditions de tension en oxygene sur 1’état métabolique et
physiologique des microorganismes en culture. Jusqu’a présent, aucune étude n’a permis le
suivi en ligne du taux de transfert en oxygene a ’aide d’un outil d’analyse des gaz comme un
détecteur paramagnétique ou un spectrometre de masse. En effet, que ce soit en fiole
d’Erlenmeyer ou en bioréacteur, ’analyse des gaz est prohibée car dans le premier cas elle
n’est pas adaptée au systéme et dans I’autre, elle est confrontée aux débordements de mousse
qui accompagnent la synthese des lipopeptides surfactifs. Ce verrou technologique a pu étre
levé grace a I'utilisation d’un systéme de culture aéré en surface de type RAMOS et dans le
cadre d’une collaboration avec le laboratoire du Department of Biochemical Engineering a
Aix-la-Chapelle en Allemagne. Aucun ajout d’agents anti-mousse n’a été effectué pour éviter

d’introduire toute interférence métabolique.

L’étude de I’effet d’une limitation en oxygene est entreprise avec un double objectif.
Premiérement, suite aux interrogations sur l’origine du ralentissement précoce de la
croissance de nos souches sur milieu de Landy, nous avons calculé les paramétres de la
culture influant sur le transfert d’oxygeéne pour que les conditions de culture en fioles a
ProBioGEM soient identiques a celles du systtme RAMOS a Aix-la-Chapelle, et ce afin
d’établir si ce phénomene de ralentissement a pour origine une limitation en oxygéne.
Deuxiemement, il parait intéressant de caractériser la production de mycosubtiline en faisant

varier les niveaux de limitation en oxygene d’une expérience a I’autre.
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3.7.2. TRANSFERT DES CONDITIONS DE CULTURE DU SYSTEME DE CULTURE EN FIOLES
D’ERLENMEYER AUX FIOLES RAMOS

Le transfert des paramétres du systeéme de culture en fioles d’Erlenmeyer (fiole) aux

fioles RAMOS (RAMOS) a ¢été réalisé a puissance volumique égale, soit:

P fiole = f—RAMOS
V, V,

L L

ot £ correspond 2 la puissance volumique et est calculée selon 1’équation :

L

P p*n3 *d4 .
—=— . — (Maier et Biichs, 2001)
vV, V?*(J0Re'+25Re**+1,5Re™*?)

Avec n : la fréquence d’agitation en t.s”, d le diamétre de la base des fioles, Re : le nombre de
n*dy)’ *p
n

Reynolds calculé selon la relation : Re =

La valeur cible de la puissance volumique est obtenue en minimisant I’erreur correspondant a

la différence entre £ fiole€t -IiRAMOS en utilisant I’algorithme de Newton et en prenant
VL VL

comme variable 7 : la fréquence d’agitation.

Les données nécessaires au calcul de £ fiole €t £RAMOS et les valeurs du nombre de
v, v,

Reynolds et de la puissance volumique influencés par la variable n sont résumés dans le

tableau 16.
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Tableau 16 : Données nécessaires au transfert des conditions de culture en fioles d’Erlenmeyer au

systeme de fioles RAMOS

Cultures en fioles d’Erlenmeyer Cultures en fioles RAMOS

p (kg.m™) 1000 1000
d’ (m) 0,105 0,085
Vi, (m’) 5.10° 2,5.10°
dy (m) 0,05 0,05
7 (kg.m’s™) 1.10° 1.10°
N (rpm) = variable 140 155
Re 25725 18 532
L 291 291
v,

Pour reproduire les conditions de culture en fioles au laboratoire ProBioGEM au
niveau du systtme RAMOS & Aix-la-Chapelle, 1’agitation doit étre réglée a 155 rpm pour un
volume de liquide de 25 mL.

3.7.3. MISE EN EVIDENCE D’UNE LIMITATION EN OXYGENE

3.7.3.1. SUR MILIEU DE LANDY MODIFIE ADDITIONNE D’ACIDE GLUTAMIQUE

B. subtilis BBG100 est mis en culture dans des fioles RAMOS, voir § 2.6.4.2.
contenant du milieu de Landy modifié additionné d’acide glutamique 2 g/ et de
MOPS 100 mM pH 7.0. Les évolutions du taux de transfert d’oxygéne (OTR en mol/L/h), de
dioxyde de carbone (CTR en mol/L/h) et du quotient respiratoire (rapport entre CTR et OTR)

sont représentées sur la figure 34. Elles peuvent étre analysées en deux parties.
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Figure 34 : Evolution du taux de transfert d’oxygene (OTR en mmol/L/h), de dioxyde de
carbone (CTR en mol/L/h) et du quotient respiratoire lors de cultures en fioles RAMOS de la
souche B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié additionné de 2 g/L d’acide glutamique
et de MOPS 100 mM pH 7.0.

e Analyse des gaz entre O et 20 h de culture.

Une croissance sur glucose et acide glutamique est observée de 0 a 20 h. La
consommation en O; et le dégagement du CO, augmentent (OTR et CTR respectivement), ces
phénomenes étant bien évidemment induits par la multiplication des microorganismes dans le
milieu (figure 36). Cependant, apres environ 5 h, le taux de transfert en oxygene arrive a son
maximum et un plateau 2 0,014 mol d’0,.L".h"" est observé. Ceci indique une limitation en
oxygene. Cette limitation pourrait étre a ’origine de la production d’acides organiques (figure

35) tels que I’acide acétique ou I’acide lactique (et I’acide oxalique trouvée a I’état de trace).

—=a— Oxalate
285 4 & T+ 20,0
i —a—Lactate
@ 1
[y 2.0 3 |—¢—Acetate
0B o
s 4 1,5 - @ —x—Glu
[ s <oa
T 10 o i L
2 X 3
g (@] 0’5 i O
00 :
0 12 24 36 48 60 72

Age (h)

Figure 35 : Evolution des concentrations (g/L) en glucose (Glc), acide glutamique (Glu),
acide oxalique, acide lactique et acide acétique lors de cultures en fioles RAMOS de la

souche B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié additionné d’acide glutamique a 2 g/L
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11 est a noter que I'acétoine ou le 2,3 butanediol (non dosés mais suspectés)
généralement synthétisés par les souches de B. subtilis en conditions anaérobies pourraient
avoir €t€ produits lors de nos expériences.

e
* Analyse des gaz aprés 20 h de culture.
Apres 20 h de culture, la totalité des sources carbonées est consommée ce qui explique
qu’il n’y ait par la suite plus de production de biomasse (figure 36) et qu’il y ait une
diminution du taux de transfert en oxygéne et consécutivement une modification de la valeur

de QR (figure 34) qui se stabilise aux environs de 0.7-0.8.
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Figure 36 : Evolution de la concentration cellulaire (g/L) et de la production en mycosubtiline
(mg/L) lors de cultures en fioles RAMOS de la souche B. subtilis BBG100 en milieu de Landy
modifié additionné d’acide glutamique a 2 g/L et de MOPS 100 mM pH 7.0.

Cependant, une activité métabolique résiduelle est observée. Il subsiste donc encore
dans le milieu une ou des substance(s) permettant la survie de B. subtilis BBG100. L’extrait
de levure présent dans le milieu de Landy modifié pourrait &tre cette source de carbone. lDe
plus, la disparition, lors du dosage, des acides organiques produits indique qu’ils sont eux
aussi consomésJ(Gmndy et al, 1993). A 46 h de culture, le phénomene observé
d’augmentation du CTR et de ’OTR pourrait étre di soit a la consommation des acides
organiques qui se continue, soit & I’apparition d’une nouvelle source de carbone dans le
milieu. Cette nouvelle source de carbone peut €tre consécutive a la mort de cellules via le
relargage de protéines. L’utilisation des protéines comme source carbonée peut étre appuyée
par un rapport CTR/OTR constant et proche d’une zone comprise entre 0,7-0,8. Une autre

explication pourrait €tre la re-consommation d’un produit comme la surfactine comme
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proposé comme hypothése au § 3.3.1.1. Pour finir, la lente descente de I'OTR de la 50°™ 2 la
70°™ heure pourrait indiquer qu’un autre composant du milieu s’avere limitant.

Les deux phases distinguées au cours de I’analyse des gaz se retrouvent lors de la
production de mycosubtiline (figure 36) ou deux pentes de production distinctes sont
observées. En effet, une premiere pente de production est observée durant la phase de
croissance du microorganisme et une seconde ensuite, la premiere étant supérieure a la
seconde. La figure 36 indique que la mycosubtiline continue d’étre produite par la souche de
B. subtilis BBG100 durant la phase stationnaire. La diminution de la concentration en
mycosubtiline observée au § 3.3.1.1. lorsque la phase stationnaire se prolonge n’est pas
observée ici probablement en raison de I’utilisation du milieu de Landy modifié.

D’apres les résultats d’analyse des transferts d’oxygene obtenus grice au systéme
RAMOS, la concomitance entre le ralentissement de la croissance apparaissant quelques
heures apres le début de la phase exponentielle de croissance et la limitation en oxygene

semble étre établie, la limitation en oxygene apparaissant nettement apres 5 h de fermentation.

3.7.3.2. SUR MILIEU DE LANDY MODIFIE ADDITIONNE D’ISOLEUCINE

L’expérience du 3.7.3.1 est répétée en milieu de Landy modifié additionné

d’isoleucine 2 g/L et tamponné par du MOPS 100 mM pH 7,0.
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Figure 37 : Evolution du taux de transfert d’oxygene (OTR en mol/L/h), de dioxyde de
carbone (CTR en mol/L/h) et du quotient respiratoire lors de cultures en fioles RAMOS de la
souche B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié¢ additionné d’isoleucine a 2 g/L. et de
MOPS 100 mM pH 7.0
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Les évolutions du taux de transfert d’oxygéne (OTR en mol/L/h), de dioxyde de
carbone (CTR en mol/L/h) et du quotient respiratoire (rapport entre CTR et OTR) sont

représentées sur la figure 37.

¢ Analyse des gaz jusque 20 h de culture.

De méme que pour I’expérience précédente, une forte croissance sur glucose est
clairement observée de 0 a 20h. Apres environ 5 h, le taux de transfert en oxygene arrive a
son maximum et un plateau a 0,014 mol d’0,.L™".h! est de nouveau observé (figure 37). Ceci
indique une limitation en oxygeéne. Elle est accompagnée d’une faible production d’acide
acétique.

* Analyse des gaz apres 20 h de fermentation.

L’analyse physiologique est identique a celle faite pour ’expérience précédente a la
différence qu’aucune reprise de l’activité respiratoire n’est observée a 48 h. Le pic de
production d’acide accompagnant cette reprise n’est donc pas observé (figure 38).

La production en mycosubtiline est sensiblement plus élevée que pour 1’expérience
précédente (figure 39). Compte tenu de la variabilité observée sur ce paramétre, voir § 3.3.1.1.
cette différence peut ne pas étre significative. Cependant, I’hypothése qu’une absence de
production d’acides organiques favorise la synthese de mycosubtiline est envisageable car la

perte énergétique serait moindre. }
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Figure 38 : Evolution des concentrations (g/L) en glucose (Glc), acide oxalique, acide
lactique et acide acétique lors de cultures en fioles RAMOS de la souche B. subtilis BBG100
en milieu de Landy modifié additionné d’isoleucine a 2 g/L et de MOPS 100 mM pH 7.0
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Figure 39 : Evolution de la concentration cellulaire (g/L) et en mycosubtiline (mg/L) lors de
cultures en fioles RAMOS de la souche B. subtilis BBGI100 en milieu de Landy modifié
additionné d’isoleucine a 2 g/L et de MOPS 100 mM pH 7.0

Les résultats du § 3.7.3.1 sont confirmés dans cette expérience. Une limitation en

oxygene apparait en effet nettement aprés 5 h de fermentation.

3.7.4. INFLUENCE DU TRANSFERT EN OXYGENE SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE

3.7.4.1. CARACTERISATION DES DIFFERENTS NIVEAUX DE LIMITATION EN OXYGENE

Dans cette étude, plusieurs cinétiques de consommation d’oxygene ont été réalisées.
Les deux souches de B. subtilis ATCC 6633 et BBG100 sont cultivées dans des fioles
RAMOS contenant du milieu de Landy modifié additionné d’acide glutamique 2 g/L et de
MOPS 100 mM pH 7,0. L’extrait de levure a été retiré du milien de culture dans ces
expériences afin de mieux d’obtenir une composition mieux définie du milieu de culture.
L’effet spécifique du retrait de I’extrait de levure du milieu de culture sera traité dans les

expériences préliminaires de 1’étude en transcriptomique au § 4.2.1.

Pour chacune des deux souches testées, quatre conditions différentes de limitation en
oxygene sont étudiées : quatre fioles RAMOS, sous monitoring des gaz, sont préparées
comme décrit au § 2.6.4.2. avec quatre volumes de remplissage différents : 10 mL, 25 mlL, 42
mL et 60 mL. Pour chaque expérience, trois fioles « sacrifices » évoluent en parallele dans les

mémes conditions afin de réaliser les échantillonnages. Ceci permet de ne pas modifier le
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volume de culture et donc les transferts d’oxygene. Les taux de transfert en O, (OTR) sont

représentés sur la figure 40.
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Figure 40 : Evolution du taux de transfert en oxygéne (OTR) pour les cultures en milieu Landy
modifié, sans extrait de levure, additionné d’acide glutamique a 2 g/L et MOPS 100 mM pH
7.0 de B. subtilis ATCC 6633 (A/) et BBG100 (B/) pour différents volumes de remplissage 10
mL(¢),25mL(m),42mL( A )et60mL(e)

Les différents volumes de remplissage de 10 mL, 25 mL, 42 mL et 60 mL. des fioles
RAMOS ont respectivement permis d’obtenir des conditions d’OTR limitantes a 20, 14, 9 et
7 mmol d’Oz.L'l.h'l.

Pour la souche ATCC 6633, aprés une longue période de latence de 10 h due 2

I’absence d’extrait de levure dans le milieu de culture, on observe une augmentation de la

120



3. Activité biologique et effet des conditions environnementales

consommation en oxygeéne en corrélation avec I’augmentation de la biomasse, jusqu’a
atteindre la vitesse maximale de transfert en oxygeéne aprés 16-18 h de culture : le plateau
observé indique une limitation en oxygeéne. On remarque ensuite une diminution successive
de la valeur de ’OTR a partir de 24 h pour les expériences correspondant 3 un volume de
remplissage de 10, 25 et 42 mL. Cette observation s’explique par la consommation totale du
glucose, source carbonée du milieu. En revanche, pour I’expérience avec un volume de
culture de 60 mL, la culture est arrétée avant la consommation entiere du glucose. En effet, il

reste 0,48 g/L. de glucose disponible dans le milieu au bout de 48 h.

Pour 1a souche BBG100, la période de latence ne dure que 4 h. Cette différence avec la
souche ATCC 6633 reste inexpliquée. Une premiére augmentation de I’OTR est observée
mais la consommation en oxygéne diminue avant de redémarrer dans un deuxieme temps. Il
apparait que les profils des courbes « en deux temps » obtenus avec BBG100 sont différents
de ceux, plus classiques, obtenus avec ATCC 6633. Pourtant leur reproductibilité n’est pas &
mettre en cause. En effet, les cultures de BBG100 sur milieu de Landy modifié additionné
d’acide glutamique 2 g/L. et MOPS 100 mM pH 7,0 montrées au § 3.7.3.1. présentent les
mémes allures « en deux temps ». Il semblerait donc que la surexpression de la mycosubtiline
synthétase et la surproduction de mycosubtiline qui en résulte aient un impact important sur la
physiologie de B. subtilis BBG100. A ce niveau, nous pouvons former I’hypothése que le
pompage des précurseurs de type acide aminé ou acide gras constitutifs de la mycosubtiline

déséquilibre et impacte fortement le métabolisme central de cette souche.

La limitation en oxygeéne est obtenue apres 20 h de culture correspondant 2 des valeurs
d’OTR de 9 et 7 mmol.L™.h" pour les expériences respectives 2 42 et 60 mL de milieu de
culture. Aucune limitation n’a pu étre observée pour I’expérience 4 10 mL. Aucun résultat
n’est présenté pour I’expérience a 25 ml. en raison de I’apparition de spores observées lors du

contrdle effectué au microscope.

3.7.4.2. EFFET SUR LA PRODUCTION EN MYCOSUBTILINE ET SURFACTINE

Les productions en mycosubtiline et surfactine pour ATCC 6633 et BBG100 dans les
différentes conditions de limitations en oxygéne correspondantes aux volumes de remplissage

de 10 mL, 25 ml., 42 mL et 60 mL sont présentées sur les figures 41 et 42.
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Figure 41 : Evolution de la production de mycosubtiline en fonction du temps chez B. subtilis
ATCC 6633 (A/) et BBG100 (B/) pour différents volumes de remplissage de 10 mL (¢ ), 25 mL
(wm),42mL{ A )et60mL(e)

L’évolution des courbes présentées sur la figure 41 A/ montre que le taux de transfert
en oxygene a une forte influence sur la production de mycosubtiline chez ATCC 6633. La
production est plus élevée lorsque la limitation en oxygene est plus importante. La condition
la plus stringente correspondant 2 un volume de culture de 60 mL, permet d’atteindre une
valeur de 45 mg/L, soit une augmentation d’un facteur 16 par rapport a la condition la moins
stringente. Cette différence pourrait &tre plus élevée a 72 h mais le nombre de fioles sacrifices
permettant de réaliser ’échantillonnage étant limité dans le systtme RAMOS, cela n’a pu étre

réalisé.
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En revanche, les résultats obtenus pour la souche BBG100 démontre qu’il n’y a
vraisemblablement aucun effet de la limitation en oxygene sur la synthése de mycosubtiline.
Pour chacune des conditions testées, les productions en mycosubtiline atteignent des valeurs
équivalentes comprises entre 70 et 80 mg/L. Ces valeurs sont inférieures a celle de 239 mg/L
obtenues au § 3.7.3.1 car I'extrait de levure a été retiré du milieu de culture se traduisant par
une baisse de la production, voir § 4.1. De plus, les analyses de mycosubtiline ont été

réalisées aprés 48 h de culture au lieu de 72 h au § 3.7.3.1.
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Figure 42 : Evolution de la production de surfactine en fonction du temps chez B. subtilis
ATCC 6633 (A/) et BBG100 (B/) pour différents volumes de remplissage de 10 mL (¢ ), 25 mL
(m),42mL( A )et60mL(e)

La figure 42 A/ montre que lorsqu’il y a carence en source carbonée, ie. les

expériences avec un volume de remplissage des fioles RAMOS de 10 mL, 25 mL et 42 mL,
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une disparition de la surfactine est observée. Ce phénomene observé au § 3.3.1.1. pourrait étre
dii 2 la consommation des surfactines par le microorganisme dans des conditions de substrat
carbonné limitante. Il rend I’analyse des cinétiques de production des figures 42 A/ et B/

difficile pour ce lipopeptide dans ces conditions de travail.

Connaissant I’importance de I’influence du pH sur la production de mycosubtiline par
B. subtilis ATCC 6633, voir § 3.3., nous avons réalisé le suivi de ce parametre lors de ces
cultures (figure 43).
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Figure 43 : Evolution du pH du milieu de culture en fonction du temps chez B. subtilis ATCC
6633 (A/) et BBG100 (B/) pour différents volumes de remplissage de 10 mL (¢ ), 25 mL (m ),
42mL( A )et60mL(e)
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Les évolutions quasi-similaires du pH au cours des cultures d’ATCC 6633 permettent
de valider la comparaison des différents niveaux de production réalisé en fonction de la

tension de la limitation en oxygéne. Il en est de méme pour la souche BBG100.
3.7.4.3. Valorisation des résultats

Les résultats présentés dans le § 3.7.4. ont été obtenus conjointement par le laboratoire
ProBioGEM et le laboratoire de Génie Biochimique du RWTH a Aix-la Chapelle, en
Allemagne, dans le cadre d’une collaboration. Ils ont fait 'objet d’un article soumis en

septembre 2007 dans le «Journal of Biotechnology ».

3.7.4.3. EN BREF
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3.8. CONCLUSION

L’ étude de I’activité biologique des mycosubtilines a confirmé d’une part 1’étendue du
spectre d’action antifongique, et a montré d’autre part le fort pouvoir de I’isoforme
anteisoC-17 vis a vis de Botrytis cinerea. L.’étude de I'influence des effets environnementaux
sur la production de mycosubtiline par B. subtilis ATCC 6633 et son dérivé BBG100 a permis
d’optimiser la sélectivité et la productivité de la biosynthése. En résumé, il est proposé pour la
suite de 1’étude de modifier le milieu de Landy en remplagant 1’acide glutamique par du
(NH4),;S04, de tamponner le milieu avec du MOPS 100 mM a pH 7,0 et d’arréter les cultures
aprés 48 h de croissance. L’ajout de valine ou d’isoleucine doit permettre ensuite d’orienter
sélectivement la synthese vers les isoformes isoC-16 et anteisoC-17 de la mycosubtiline. Une
augmentation de la productivité peut &tre obtenue en augmentant le volume de remplissage
des fioles. Ces conditions seront transposées dans la suite du travail afin de mettre plus
particuli¢crement en évidence les mécanismes permettant la synthése sélective de

mycosubtiline anteisoC-17.
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CHAPITRE 4 : ETUDE DE LA REGULATION DE LA

SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE PAR B. SUBTILIS
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4. ETUDE DE LA REGULATION DE LA SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE PAR B.
SUBTILIS

4.1. INTRODUCTION

L’approche développée dans le chapitre précédent a permis la détermination des
conditions d'obtention sélective de mycosubtiline anteisoC-17 (ou phénotype désiré) par
B. subtilis ATCC 6633. 1l s’agit dans le présent chapitre de tester une approche en deux temps
qui devra permettre de former des hypothéses sur les mécanismes de régulation puis de

valider ces hypothéses.

La premiere étape a pour objectif de lister une série de génes exprimés
différentiellement entre deux conditions expérimentales, I’'une témoin et I’autre permettant
I'obtention du phénotype désiré. Cette étape est rendue possible grice a une analyse du
transcriptome. Une seconde étape consistera a reproduire les conditions d’obtention de la
mycosubtiline anteisoC-17 en utilisant les connaissances générées par ['étape de

transcriptomique.

4.2. TRAVAUX PRELIMINAIRES

4.2.1. EFFET DE L’EXTRAIT DE LEVURE SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE

L’extrait de levure est un extrait hydrosoluble préparé a partir d’un lysat de levure,
source notamment d’acides aminés libres, de peptides et de facteurs de croissance. Ainsi, de
par sa composition riche en molécules organiques azotées, ce composé peut influencer la
réponse physiologique du microorganisme, plus particulierement la synthése de
mycosubtiline. En effet, la dégradation de certains acides aminés conduit & la formation
d’intermédiaires métaboliques utiles a la synthése d’isoformes spécifiques de la mycosubtiline
(Besson et al., 1992). Dans le but d’étudier par la suite par analyse transcriptomique les génes
influencant la synthése de mycosubtiline, il est nécessaire d’effectuer des cultures dans un

milieu sans extrait de levure afin de ne pas influencer la sélectivité de production d’une ou
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plusieurs isoformes en mycosubtiline. Par conséquent, nous avons évalué I’effet de I’extrait
de levure sur la production de mycosubtiline par les souches B. subtilis ATCC 6633 et

BBG100.

Les résultats obtenus apreés dosage par CLHP de la quantité de mycosubtiline produite
apres 48 h de culture sont présentés dans le tableau 17. Le milieu de culture est additionné ou
non de 1 g/L. d’extrait de levure, complémenté avec du MOPS 100 mM et le pH est ajusté a
7,0.

Tableau 17 : Production en mycosubtiline des souches B. subtilis ATCC 6633 et BBG100 en présence

ou non d’extrait de levure dans le milieu Landy modifié apreés 48h de culture en fioles d’Erlenmeyer

Production en mycosubtiline (mg/L)

ATCC 6633 BBG100
Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 )8 102
avec extrait de levure (1 g/L)
Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 14 27

sans extrait de levure

D’apres ces résultats, ATCC 6633 et BBG100 produisent des quantités plus
importantes de mycosubtiline en présence d’extrait de levure 4 une concentration de 1 g/L
dans le milieu de culture. Il est & noter que 1’absence d’extrait de levure a un effet important
sur la croissance bactérienne puisqu’un allongement de la phase de latence de quelques heures

est constaté ainsi qu’une moins grande reproductibilité dans les résultats expérimentaux.

La méme expérience est réalisée en fioles RAMOS selon le protocole décrit au
§ 2.6.4.2. Les productions en mycosubtiline aprés 30 h de culture en fioles RAMOS sont

exposées dans le tableau 18.
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Tableau 18 : Production en mycosubtiline des souches B. subtilis ATCC 6633 et BBG100 en fonction
de la présence ou I’absence d’extrait de levure dans le milieu Landy modifié apres 30 h de culture en

fioles RAMOS

Production en mycosubtiline (mg/L)

ATCC 6633 BBG100
Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 17 79
avec extrait de levure (1 g/L)
Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 0.9 34

sans extrait de levure

Les résultats présentés confirment I’importance de I’extrait de levure comme source

complexe organique utilisable par B. subtilis pour la synthese de la mycosubtiline.

Pour la réalisation des cultures servant a I’étude transcriptomique sur biopuces, il sera
possible d’effectuer les cultures dans un milieu ne contenant pas d’extrait de levure. En effet,
les valeurs de production de mycosubtiline, plus faibles sans extrait de levure, restent
cependant assez élevées pour envisager ’étude du niveau d’expression des génes. De plus,
I’écart du niveau de production entre la souche sauvage et le mutant surproducteur est

amplifié pour des cultures sans I’utilisation d’extrait de levure.

4.2.2. OPTIMISATION DU PROTOCOLE D’EXTRACTION D’ARN

Les travaux préliminaires d’extraction des ARN au phénol (protocole Eurogentec)
n’ont pas permis de récupérer plus de quelques dixiémes de ug d’ARN avec la souche ATCC

6633. Une étude récente montre les difficultés a utiliser des protocoles « classiques » de

biologie moléculaire avec une souche naturelle comme ATCC 6633 (Duitman et al., 2007).

4.2.2.1. Kit RNAEASY DE QIAGEN

L’extraction avec le kit RNeasy midi kit de Qiagen s’est effectuée selon le protocole

décrit au § 2.4.1.2. en combinant une lyse chimique a une lyse mécanique par billes de verre.
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Afin de figer le transcriptome, le volume de culture prélevé a été préalablement traité par une
solution saline RNA Protect Bacteria de Qiagen, voir § 2.4.1.1. L’extraction s’est réalisée sur

5.10° cellules (1 unité de DO représente 1,3.10° cellules).

Afin d’évaluer la quantité et la qualité des ARNt totaux extraits, des contr6les ont été
effectués en spectrophotométrie. Le tableau 19 donne les quantités d’ ARN totaux extraits et

les résultats des rapports d’absorbance 260/280 (nm) et 260/230 (nm).

Tableau 19 : Quantités d’ARN totaux extraits et rapports d’absorbance 260/280 (nm) et 260/230 (nm).
Echantillons prélevés sur des cultures de B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié additionné de
MOPS 100 mM, pH=7,0 et d’acide glutamique ou d’isoleucine a 2 g/L.

Milieu de Landy modifié Quantité d’ARN Rapport Rapport

+ MOPS 100 mM pH 7,0 totaux (nug) 260/280 260/230
+ acide glutamique 2 g/L 33 2,17 2,30
+ isoleucine 2 g/L. 40 2,16 2,30

L’extraction a permis de récupérer entre 33 et 40 ug d’ ARN totaux. Ces quantités sont
suffisantes pour la suite de I’étude en transcriptomique puisque seulement 5 & 10 pug sont
hybridés par lame. Les ARN totaux obtenus ont aussi un niveau de pureté acceptable. Afin de
vérifier I'intégrité des ARN extraits, une électrophorése capillaire a été réalisée selon le

protocole décrit au § 2.4.3.2. (figure 44).

131



4. Etude de ia régulation de la syntheése

15,0 A

12,5

Fluorescence
9 N B
[=] wn o

1 | |

L\
o
|

TTT T T I rr e T T T T T T T T rrrrrrT

0 e et i i

Time {seconds)

Condition additionnée d’isoleucine ; rapport 235/16S = 1,4

15,0 A

12,5

10,0 A

7,5

Fluorescence

5,0

2,5 1

0,0 1

l|I€IIT\T!]II\!\VIVIIII\\\\\\\III\\II

-
w0

Time (seconds)
Condition additionnée d’acide glutamique ; rapport 235/16S = 1,4

Figure 44 : Représentation de la fluorescence (FU) en fonction du temps émise par les ARN
totaux obtenus par électrophorése capillaire a partir d’échantillons prélevés sur des cultures
de B. subtiliss BBG100 en milieu de Landy modifié additionné de MOPS 100 mM, pH=7,0 et

d’acide glutamique ou d’isoleucine a 2 g/L.

Le profil des courbes présentées a pour caractéristique principale d’avoir une ligne de

base tres élevée. De plus, le pic 16S est semble-t-il scindé en deux. Ces deux phénoménes
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indiquent une dégradation des ARNtot et donc trés probablement des ARNm. Ces expériences
ont été reproduites en modifiant le temps d’agitation, le protocole de lavage des billes ou en
diminuant le temps d’éxécution mais sans améliorer le résultat. Par conséquent, il a été
proposé de tester un nouveau kit de préparation des ARN ou les billes de verres sont

remplacées par des billes de zirconium.

4.2.2.2. KIT RIBOPURE BACTERIA D’AMBION

Seulement 1,6 ug d’ARN a pu é&tre extrait a partir d’un culot de 5.10° cellules en
suivant le protocole standard proposé par Ambion décrit au § 2.4.2.. Il s’est avéré que la faible
quantité d’ARN extraits était liée a la lyse non totale des cellules aprés passage 10 min au
Mixer1000 en présence de billes de zirconium. Cependant, une qualité acceptable des ARN a

justifié une optimisation du protocole d’extraction.

4.2.2.2.1. Variation du temps de passage au Mixer1000

Le protocole d’ Ambion précise que pour les bactéries telles que B. subtilis, 1a lyse des
cellules peut-Etre difficile et qu’il est possible dans ce cas d’augmenter le temps de passage au
Mixer1000 afin d’optimiser la lyse cellulaire. A partir de culots cellulaires de 5.10%, deux
conditions de durée d’agitation sont testées : 10 min et 30 min. Les résultats obtenus sont

exposés sur le tableau 20.

Tableau 20 : Quantités d’ARN totaux (ug) extraits et rapports d’absorbance 260/280 (nm) et 260/230
(nm). Echantillons prélevés sur des cultures de B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié
additionné de MOPS 100 mM, pH=7,0.

Quantité d’ARN
Condition Rapport 235/16S
totaux extraits ( ug)

10 min d’agitation au Mixer1000 1,2 1,61

30 min d’agitation au Mixer1000 5,7 1,5
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L’augmentation du temps de passage des cellules au Mixer 1000 influe visiblement sur
Pefficacité de lyse des cellules et se traduit par une augmentation de la quantité d’ARN

récupérée. Cependant, les quantités sont encore trop faibles.

4.2.2.2.2, Test de lyse enzymatique via I’ajout de lysozyme

Une étape de lyse enzymatique des cellules par ajout de 50 pL. de lysozyme pour une
concentration finale de 10 g/L est testée sur des culots de 5.10% cellules. Le lysozyme est
ajouté avant la lyse mécanique des cellules par agitation au Mixer1000 en présence de billes
de zirconium. Plusieurs conditions d’extraction sont testées et les résultats sont récapitulés

dans le tableau 21.

Tableau 21 : Quantités d’ARN extraits (ug) et rapports d’absorbance 260/280 (nm) et rapport
d’intensité 235/16S pour différentes conditions d’extraction des ARN réalisées sur des culots
cellulaires de B. subtilis BBG100 cultivé en milieu de Landy modifié additionné de MOPS 100 mM,
pH=7,0.

Quantité ’ARN  Rapport  Rapport
extraits (en pg) 2607280  23S/16S

10 min
d'agitation 3,8 2,07 1,98
ajout de lysozyme
sans incubation
30 min
d'agitation 7.5 2,08 1,83
10 min
d'agitation 25 2,13 1,71
incubation 10 min
avec le lysozyme
30 min
d'agitation 225 2,14 1,24
10 min
d'agitation 5,7 2,11 1,04
incubation 30 mn
avec le lysozyme
30 min
d'agitation 9.5 2,12 1,32
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Le tableau 21 montre que I’incubation 10 min en présence de lysozyme couplée a une
lyse mécanique de 10 min augmente nettement la lyse cellulaire puisqu’on on obtient
25 ug d’ARN totaux. L’expérience répétée plusieurs fois a partir d’échantillons provenant de
cultures différentes montrera des fluctuations de ce résultat d’un facteur allant jusqu’a 2, soit
12,5 pg récupérés.
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Figure 45 : Représentation de la fluorescence (FU) en fonction du temps émise par les ARN
totaux obtenus par électrophorése capillaire a partir d’échantillons a partir de culots
cellulaires de B. subtilis BBG100 cultivée en milieu de Landy modifié additionné de MOPS
100 mM, pH=7,0 avec 10 min d’incubation avec du lysozyme et 10 min de passage au
Mixer1000
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La figure 45 expose le résultat des analyses par électrophorése capillaire réalisées afin
de contrdler la qualité des ARN selon la méthode décrite au § 2.4.3.2. Les courbes présentées
ont pour caractéristique principale d’avoir une ligne de base quasi-linéaire et proche de zéro.
Le pic 16S n’est plus scindé en deux comme au § 4.2.2.1. Ces deux criteres indiquent une

bonne qualité des ARNtot et donc probablement une bonne conservation des ARNm.

4.2.2.2.3. Variation du nombre de cellules

Afin d’obtenir plus d’ARN, une variation du nombre de cellules utilisées pour
I’extraction des ARN a été testée avec la meilleure condition d’extraction définie
précédemment. Ainsi, des culots de 5.10°, 1.10° et 2.10° cellules sont bloqués dans le
RNALater suite & des cultures en fioles réalisées avec la souche BBG100. Le tableau 22

présente les résultats obtenus lors de cette expérience.

Tableau 22 : Quantités d’ARN extraits (ug) et rapports d’absorbance 260/280 (nm) pour différentes
conditions d’extraction des ARN réalisées sur des culots cellulaires de B. subtilis BBGI100 cultivé

dans un milieu Landy modifié+ lysozyme (10 mg/mL), agitation 10 min au Mixerl00

Quantité d’ARN Rapport d’absorbance

Condition totaux extraits (en ug) 260/280
Culot 5.10° cellules 12,8 2,18
Culot 1.10° cellules 21,3 2,14
Culot 2.10’ cellules 10,9 2,17

Les résultats sont cohérents entre 5.10° et 1.10° cellules : la quantité d’ ARN extraits a
quasiment doublé. Les quantités d’ ARN obtenues pour la condition avec 1.10° cellules sont
suffisantes pour la réalisation de 1’étude sur biopuces. La qualité des ARN est comparable &
celle montrée sur la figure précédente. En revanche, avec un culot de 2.10° cellules, non

conseillé par le fournisseur, le rendement en ARN chute de fagon importante.
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4.2.2.3. EN BREF

tles, 1

1 d’agitation au Mixerl

4.2.3. CONSTRUCTION DE LA SOUCHE B. SUBTILIS 168 SFP*

4.2.3.1. JUSTIFICATIF

Les sondes déposées sur la puce 2 ADN utilisée dans cette étude correspondent aux
ORFs de B. subtilis 168, obtenus par PCR & partir d’un mélange d’amorces spécifiques. Or les
génomes des souches B. subtilis 168 et ATCC 6633 n’ont pas de raison d’étre strictement
homologues. Pour illustrer ce fait, I’alignement des séquences des ARN 16S des deux especes
montre 96% d’homologie. Il s’agira donc de quantifier le nombre de génes non étudiables
chez ATCC 6633 en raison de leur absence, d’'un manque d’homologie entre les ADNc de la
sonde et de la cible ou d’un probleme lors de la transcription inverse lié a 1’utilisation
d’amorces spécifiques de B. subtilis 168. Pour se placer dans les conditions réelles de
I’hybridation sur biopuces, il serait donc intéressant de se constituer un témoin positif via la
souche B. subtilis 168. Le probleme de cette souche est qu’elle posséde le géne sfp mais ce
dernier est muté, sfp’, et entraine la formation d’une 4’-PPTase tronquée qui empéche toute
synthése par les voies des NRPS. 1l est donc préférable de réactiver la voie des NRPS en
intégrant dans la souche B. subtilis 168 la séquence d’un geéne sfp non muté originaire de
B. subtilis ATCC 21332.

4.2.3.2. OBTENTION DU GENE SFP ISSU DE LA SOUCHE B. suBTiLIS ATCC 21332

4.2.3.2.1. Amplification par PCR conventionnelle

Apres extraction de ’ADN génomique de la souche B. subtilis ATCC 21332, voir
§ 2.3.1,, le géne sfp a été amplifié par PCR en utilisant les amorces sens « sfp-forw » et

antisens « sfp-rev ».

137



4. Etude de la réguiation de la synthese

PM : marqueur de taille. Origine : phage lambda

1,2, 3 : ADN du fragment sfp

Figure 46 : Gel d’agarose représentant le fragment sfp d’ATCC 21332 amplifié par PCR.

Afin de vérifier la taille des fragments amplifiés, une migration électrophorétique des
produits de PCR a été effectuée selon le protocole décrit au § 2.3.1. Le gel de la figure 46,
confirme la taille du fragment attendu (1122 pb) puisque les produits de PCR font une taille
de I’ordre de 1000 pb.

4.2.3.2.2. Tests par restriction

Afin de vérifier que le fragment amplifié contient bien la séquence du géne sfp, des
tests par restriction, quatre digestions simples et deux doubles, a 1’aide des enzymes HindlIll,
EcoRV, Tatl et Xbal ont été réalisés. La taille des fragments attendus apres digestion est

donnée dans le tableau 23.
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Tableau 23 : Tableau répertoriant les enzymes testées sur le fragment sfp putatif, le nombre de site de

coupures et la taille des fragments digérés obtenus.

Enzyme(s) Nombre de site(s) Nombre de Taille des fragments
testée(s) de coupure fragments obtenus (pb)
Xbal 1 2 161 ; 961
HindIIl 1 2 503; 619
Tad 2 3 53; 493; 576
EcoRV 3 4 126; 314; 321; 361
Hindlll / . . .
EcoRV 4 5 126; 132; 189; 314; 361
Tafl / Xbal 3 4 53; 108; 385; 576

La figure 47 présente le résultat du fragment sfp digéré par les diverses enzymes.

PM1 : marqueur de taille, ADN du
phage lambda digéré par HindIIl

PM2 : marqueur de taille (« ladder »)

2027 pb Piste 1 : ADN du fragment sfp digéré par
HindIII
1500 pb Piste 2 : ADN du fragment sfp digéré par
EcoRV
1000 pb Piste 3 : ADN du fragment sfp digéré par
Hindlll / EcoRV
564 pb Piste 4 : ADN du fragment sfp digéré par
500 pb Tatl
Piste 5 : ADN du fragment sfp digéré par
Xbal

Piste 6 : ADN du fragment sfp digéré par
Tatl | Xbal

Figure 47 : Résultat de la migration en gel d’agarose a 1% des digestions enzymatiques

simples et doubles par Xbal, HindlIII, Tatl et EcoRV sur le fragment sfp.
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Mis a part les fragments de petite taille (inférieure a 300 pb) ou les fragments de
tailles proches qui se confondent, les digestions attendues sont retrouvées. Par exemple, sur la
piste 2, représentant la digestion du fragment sfp putatif par I’enzyme EcoRV, deux bandes
sont visibles : I’une aux environs de 350 pb, correspondant aux deux fragments digérés de
314 pb et 321 pb, et I’autre, aux environs de 400 pb, correspondant au fragment de 361 pb.
Sur les pistes 1 et 5, aux environs de 1100 pb, une bande supplémentaire est visible, il s’agit
du fragment sfp non digéré. Les deux enzymes Hindlll et Xbal n’ont digéré I’ ADN que de
maniére partielle. Ces tests de digestions enzymatiques confirment que le fragment amplifié

par PCR contient bien les séquences du géne sfp.

4.2.3.2.3. Clonage du fragment dans le plasmide pGEM-T Easy

Afin de disposer d’une quantité suffisante de fragment contenant sfp, ce dernier a été
cloné selon le protocole décrit au § 2.3.4 dans un vecteur commercial permettant le clonage
direct de produits de PCR : le pGEM-T Easy. Apres ligature, le plasmide est introduit dans la
souche E. coli JM109. Aprés sélection des colonies positives (blanches) sur LB agar
complémenté d’ampicilline, de X-Gal et d’IPTG, une extraction des plasmides par méthode
« boiling » a été réalisée. Le plasmide pGEM-T Easy contenant le fragment sfp (4139 pb)
migrera moins loin sur un gel d’électrophorese que le t€émoin pUC19 (2686 pb). La figure 48

donne le résultat de la migration sur gel d’agarose des plasmides extraits.

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15 16 17

14 PM

Forme reiachéo T - e ' L i
o . - ' - 6.5 kpb
Forme linéaire j 9.4 kpb
. % \
Forme superenr i s wow s wiw wou e %o I e Sl S 2,32 kpb
- ‘ - t 2,02 kpb

Figure 48 : Résultat de la migration en gel d’agarose a 0,7% des produits plasmidigues apres

« boiling » sur les clones positifs sur milieu LB complémenté en ampicilline, X-Gal et IPTG.
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Afin de connaitre !'orientation du géne sfp dans le pGEM-T Easy, des tests par
restriction a I’aide de I’enzyme Tatl ont été effectués. Les tailles des fragments attendus par

digestion sont données dans la figure 49,

pGEM-T Easy :: sfp

lac Z i lacZ bla Digestion Tafl : 493 pb, 1241 pb

» > >- 4
et 2405 pb

pGEM-T Easy :: sfp orientation inverse

lacZ sib lacZ bla Digestion Tarl : 493 pb, 1760 pb

»- > et 1886 pb

lac Z : gene codant pour la P-galactosidase ; sfp : geéne codant pour la phosphopanthétéine transférase ;

bla : géne de résistance a I’ampicilline

Figure 49 : Orientations possibles du géne sfp dans le pGEM-TEasy et taille des fragments

attendus apres digestion par I’enzyme de restriction Tatl.

Quatre plasmides extraits du gel présenté sur la figure 48 ont été testés. Le gel
d’électrophoreése représenté en figure 50 montre les fragments obtenus apres digestion de

I’ ADN plasmidique par I'enzyme 7atrl.

P gy de taille, ADH dophuge

Lavbda durbed par Vavsrre Sedill
1,2, 3,4 s ADH plessidigue et ds s
2313 iph i somche £ ooli UG o digéek pa Tl
34 kb
B35 Yoy sl
456 kg e
232 s
2o TRL L W e fhotey
) Pl i% ?3-'
a4 A A 1241 b
Digestaon /M
pattiedls do
pAEM-TEwy
wwwwwwwww 455 ¢

Figure 50 : Gel d’agarose représentant les fragments digérés obtenus aprés digestion du

pPGEM-T Easy par ’enzyme Tatl.
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Sur le gel présenté sur la figure 50, deux plasmides possédent le géne sfp inséré dans
le méme sens que le géne lac Z (pistes 3 et 4) et deux autres possédent le géne sfp cloné en
orientation inverse du géne lac Z (pistes 1 et 2). Sur la piste 1, ’ADN plasmidique n’a été
digéré que partiellement ; les fragments d’ADN de 493 pb et de 1760 pb sont absents et
forment un fragment partiel d’une taille proche de 2,3 kpb.

4.2.3.2.4. Transformation dans la souche B. subtilis 168

Afin d’obtenir une souche de B. subtilis 168 possédant le géne sfp non muté, des
transformations avec le clone portant le plasmide révélé sur la piste 3, appellé pBG114, et
avec le fragment sfp seul, ont été effectuées. Ces méthodes décrites au § 2.3.5. permettent en
théorie de remplacer par recombinaison homologue le géne sfp’ muté de 168 par le géne sfp
de 21332. La sélection s’est effectuée sur gélose au sang comme précisé€ au § 2.8.2. En effet,
lorsque la souche exprime la 4’-PPTase, la voie NRPS est activée et entraine la production de
lipopeptides dont la surfactine qui présente 1’avantage d’exercer une activité hémolytique. Les
clones recombinés sont donc ceux capables de provoquer une lyse des hématies, les plages de

lyse observables par une transparence de la gélose.

L’avantage de la méthode de clonage choisie est qu’elle permet de ne pas introduire de
marqueurs de sélection dans le microorganisme. Mais 1’étalement des transformants sur
gélose au sang a entrainé une lyse directe des hématies. Cette lyse directe s’est révélée
proportionelle au nombre d’unités formant des colonies étalées sur les géloses. Ce phénomene
a rendu fastidieux le processus de sélection en raison de 1’obligation d’étaler des suspensions

bactériennes tres diluées.

Cette stratégie de clonage sera abandonnée apres de nombreux essais. D’autres
chercheurs du Laboratoire ProBioGEM ont poursuivi ce travail en clonant le fragment sfp
porté par le plasmide pBG114 dans un vecteur intégratif de B. subtilis dérivé du pDG1661
(figure 51), appelé pBG128 [pDG1661 A(spoVG-lacZ)]. La délétion de spoVG-lacZ a été

effectuée apres action de 1’enzyme Pvull et ligature, transformation d’E. coli.
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Figure 51 : Carte du plasmide d’intégration pDG1661, ApR, CmR, SpcR, spoVG-lacZ

Le plasmide pBG129 résultant de I’intégration du fragment sfp dans pBG128 a ensuite
permis I’intégration de sfp au locus amyE de 168 par recombinaison homologue. Le

transformant obtenu a été appelé 168 sfp".

4.2.3.3. HYBRIDATION CROISEE SUR LA PUCE EGT 168 DES CIBLES ISSUES D’ATCC 6633

ET 168 sFr

Pour les raisons évoquées au § 4.2.3.1., les cibles provenant d’ATCC 6633 et 168 sfp*
ont été hybridées sur la sonde (puce 2 ADN) construite par dépot des ORFs de B. subtilis 168.
Les cibles étudiées sont issues de prélévements réalisés apres trois générations sur des
cultures en fioles de B. subtilis 168 sfp* (témoin) et ATCC 6633 (essai) sur milieu de Landy
tamponné par du MOPS 100 mM pH 7,0. Les intensités de fluorescence de Cy3 (signal des
cibles provenant de 168 sfp™) et Cy5 (signal des cibles provenant d’ ATCC 6633) ont été lues
grice au scanner puis les données traitées avec le logiciel Midas. Tous les spots qui ne se
différencient pas du bruit de fond environnant, c'est-a-dire ceux dont la valeur d’intensité
rapportée au bruit de fond est inférieure a 1,11 (valeur fixée arbitrairement), ont été exclus. Ce
traitement peu stringent doit permettre de ne pas écarter les ADNc marqués par Cy3 ou Cy5

des cibles hybridés sur la puce 8 ADN, méme si le signal est faible.
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Tableau 24 : Description des spots présents sur la puce a ADN EGT 168 et identification des spots
obtenus sur la puce & ADN EGT 168 hybridée avec les cibles provenant de B. subtilis 168 sfp*
(marquage par Cy3) et ATCC 6633 (marquage par Cy5). Les cibles sont issues de prélévements
réalisés aprés trois temps de génération lors de cultures réalisées de facon concommitente sur milieu

de Landy tamponné par du MOPS 100 mM pH 7,0.

Spots de normalisation et de
controles

Nombre o Genes Nombre de
total de v?des man- L ) spots
spots quants . wx E  rbc pl ilv gudiables
if A coli L L C

Résultats de I’hybridation sur la puce a ADN 168 EGT des cibles issues de 168 sfp™ et d’ATCC

6633 marquées par Cy3 et Cy5.
Pour chacune des cibles marquées par Cy3 ou Cy5, le spot est pris en compte dans I’analyse

lorsque intensité du signal qu’il émet dépasse de 1,11 fois la valeur du bruit de fond local

Cible marquée
par Cy3 issue 8460 11 23 8 64 192 60 66 14 8020

de 168 sfp*

Cible marquée
par Cys5 issues 8484 25 30 12 64 192 59 66 14 8022

d’ATCC 6633

Comme le montre le tableau 24, un nombre total de 9216 spots est présent sur la
biopuce EGT 168. Chaque géne est déposé en duplicat. Il y a donc théoriquement 4608 génes

étudiables. Cependant, 1’étude de 1a notice technique et du fichier informatique de description
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de la puce EGT 168 indique que 570 spots sont vides et 194 correspondent a des génes
manquants ou « missing genes ». De plus, de nombreux spots peuvent tre utilisé a des fins de
normalisation des résultats ou de contréle: 12 correspondent a la luciférase,
192 correspondent & du matériel génétique d’E. coli, 64 correspondent au gene [uxA,
64 correspondent au géne rbcL de A. thaliana, 66 correspondent au gene domestique rplL de
B. subtilis et 14 au géne ilvC de B. subtilis. Les spots présents sur la biopuce et qui
correspondent & des geénes est donc de 8040. Le nombre de geénes étudiables est par

conséquent de 4020 génes.

La partie basse du tableau 24 montre que le nombre de spots allumés suite a
Phybridation sur la puce 3 ADN 168 EGT des cibles 168 sfp” (8460 spots) et
ATCC 6633 (8484 spots), marquées par Cy3 et CyS5, est similaire. I.’hybridation aspécifique
sur les spots vides ou sur les spots correspondant & des génes manquants est aussi du méme
ordre de grandeur pour les deux cibles. La cible provenant d’ ATCC 6633 hybridée sur la puce
EGT 168 répond donc de fagon similaire a la cible provenant de 168 sfp™.

11 est & noter que deux spots, correspondant au géne sho, ne sont pas exploitables en
raison de la saturation du signal émis par le CyS5 de la cible issue d’ATCC 6633. Six autres
spots correspondants aux génes rapA, ybcP et ybcpQ, ont saturé sur le canal d’émission du
Cy3 correspondant  la cible 168 sfp*. Cette saturation pourrait s’expliquer par une différence
dans la séquence de ces genes entre les deux souches, par exemple une proportion plus élevée

de thymidine, qui aurait pour effet de favoriser 1’incorporation des marqueurs.

4.2.3.4. EN BREF
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4.3. APPORTS DE LA TRANSCRIPTOMIQUE

Le transcriptome se définit comme I’ensemble des ARNy présents dans un type
cellulaire donné & un moment donné et dans une condition biologique précise. L’étude de
cette population de transcrits offre la possibilité d’identifier les génes impliqués dans une
réponse métabolique globale. L’identification est faite en mettant en évidence des niveaux de
transcription différentiels pour une liste de genes entre deux conditions biologiques
particulieres. Ces geénes peuvent étre impliqués de facon séquentielle dans des voies
métaboliques particuliéres mettant en évidence I’importance de ces voies dans la réponse
globale de la cellule. Ils peuvent aussi coder pour des protéines de régulation intervenant

directement dans les mécanismes de régulation de ces voies métaboliques.

La contribution de la transcriptomique dans notre cas sera d’établir une liste de genes
exprimés différentiellement entre deux conditions expérimentales, 'une témoin et 1’autre

permettant I'obtention sélective de mycosubtiline anzeisoC-17.

4.3.1. GENES REGULES LORS DE LA SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE ANTEISOC-17

4.3.1.1. REGULATION PRECOCE

La phase préparatoire a 1’étude en transcriptomique a permis de définir un ensemble
de conditions environnementales permettant 1’obtention quantitative et aussi sélective de
mycosubtiline anteisoC-17. En effet, les résultats issus de 1’étude physiologique présentés au
§ 3.3. ont montré que la production de mycosubtiline pouvait étre augmentée en utilisant le
milieu de Landy tamponné par du MOPS 100 mM a pH 7,0 Cette condition a aussi permis de
limiter la synthése de surfactine. Les expériences présentées au § 3.4. ont ensuite montré
qu’en présence d’isoleucine, la production de mycosubtiline par les souches ATCC 6633 et
BBG100 pouvait étre orientée vers 1’isoforme anteisoC-17. Pour finir, la perte de productivité
observée apres le retrait de I’extrait de levure du milieu de Landy (§ 4.2.1.) a pu &tre limitée
par la possibilité de réaliser les cultures dans des conditions de fortes limitations en oxygene

(§3.74).

Afin de garantir un phénotype [mycosubtiline anteisoC-17""], le choix a été fait

d’étudier préférenticllement la réponse transcriptomique de la souche BBG100 qui garantit un
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niveau de production de mycosubtiline entre 10 et 15 fois supérieur a celui d’ATCC 6633.
Des cultures de B. subtilis BBG100 ont par conséquent été réalisé dans 100 mL de milieu de
Landy modifié, tamponné avec du MOPS 100 mM pH 7,0, additionné de 2 g/L. d’isoleucine

(essai) ou non (témoin).

Les prélevements réalisés sur les cultures en vue de 1’étude du transcriptome sont
réalisés de fagon précoce (figure 53) afin d’accéder aux informations sur les régulations

géniques apparaissant en début de croissance.

12 4 —#— Témoin

- [Oleucine

DO (600 nm)
o

0 12 24 36 48 60 72
Age (h)

Figure 53 : Evolution moyenne de la DO a 600 nm lors de cultures de B. subtilis BBG100 sur
milieu de Landy modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7,0 additionné d’isoleucine a

2 g/L ou non. La moyenne est calculée sur les résultats obtenus a partir de trois cultures
inoculées a des niveaux de biomasse identiques. Les fleches indiquent les temps des blocages

du transcriptome réalisés sur une des cultures du triplicat.

Un blocage réalisé selon le protocole décrit au § 2.4.2.1. de fagon précoce, ici lorsque
le nombre de générations est de 2,4 DO pour la condition essai et de 1,4 DO pour la condition
témoin se caractérise aussi par une extractibilité facilitée des ARNs, les cellules étant
manifestement plus facilement lysées, et par une distribution des individus au sein de la
population bactérienne plus homogene. Cette derniere caractéristique s’observe aisément au
microscope : les Bacilles ont a ce stade une petite taille ainsi qu’une mobilité accrue. 11 est

difficile d’établir une relation entre la morphologie et I’état métabolique de B. subtilis ATCC
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6633 mais il est vraisemblable qu’une population morphologiquement homogene
correspondra & un état métabolique mieux défini que celui d’une population hétérogene.
Comme annoncé au § 4.2.1., I’absence d’extrait de levure a un effet important sur la
croissance bactérienne puisqu’un allongement de la phase de latence est observé, en
particulier pour la condition témoin ol la seule source d’azote est le sulfate d’ammonium a

2,3 g/L.

Une séquence d’opérations de traitement des cellules issues de la condition témoin et
de I’essai est ensuite lancée : extraction des ARNs, contrdle de la quantité et de la qualité des
ARN:S, transcription inverse et marquage des ARNs par Cy3 et CyS5, hybridation sonde/cibles,
lecture au scanner et prétraitement de 1’image scannée avec le logiciel Genepix. Le traitement
des données sous Midas, décrit au § 2.5.4., et sous Excel, détaillé au § 2.5.5., est présenté
dans I’annexe S. Une liste d’une centaine de génes qui présentent un taux d’expression

significativement différent entre les deux conditions testées est proposée dans la figure 54.
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Figure 54 : Rapports d’expression (logarithme base 2) des génes de la condition additionnée

d’isoleucine comparée a la condition témoin. Chaque géne est analysé en quadriplicat. Les

échantillons étudiés correspondent a des prélévements réalisés apreés trois générations.
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La liste des principales voies métaboliques d’appartenance des génes listés sur la figure
54 est donnée dans le tableau 25. Cette liste est établie par recoupement des données
d’expression obtenues grice aux puces 2 ADN avec la base de données métaboliques de

KEGG.

Tableau 25 : Liste des génes exprimés différentiellement entre la condition « essai » additionnée
d’isoleucine a 2 g/L et la condition « témoin ». Le ratio d’expression et la fonction assignée sont
précisés pour chaque géne.

Ratio des

Voie métabolique transcripts Fonction assignée
d'appartenance du géne MSM+lle / MSM

Métabolisme des

purines

purA 0,25 adénylosuccinate synthétase (IMP--aspartate ligase)

guaB 2,75 inosine-5'-monophosphate dehydrogénase

purkE 0,50 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase |

purK 0,51 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase Il

purB 0,31 adénylosuccinate lyase

purC 0,26 phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide synthétase
purl 0,46 phosphoribosylformylglycinamidine synthase Il

purQ 0,45 phosphoribosylformylglycinamidine synthase |

purF 0,37 phosphoribosylpyrophosphate amidotransférase

purM 0,38 phosphoribosylamincimidazole synthétase

purN 0,32 phosphoribosylglycinamide formyltransférase

purH 0,36 phosphoribosylaminoimidazole carboxy formyl formyltransférase
purD 0,36 phosphoribosylglycinamide synthétase

nrdE 1,61 ribonucleoside-diphosphate réductase alpha chain

Transporteurs ABC

dppA 0,41 D-alanyl-aminopeptidase
dppB 0,66 dipeptide transport system perméase protein
yxeB 1,53 putative ferrichrome transport system substrate-binding protein
yvcR 1,68 ABC transport system ATP-binding protein
glycine bétaine/carnitine/choline transport system ATP-binding
opuCA 1,98 protein
ylgA 0,24 manganése transport system substrate-binding protein
ytgB 0,35 manganése transport system ATP-binding protein
ytgC 0,37 manganése transport system permease protein
yigD 0,67 manganése transport system permease protein
yirF 2,33 similaire a une protéine hypothétique
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Biosynthése de valine, leucine et isoleucine

ilvB
ivN
iVC
leuB
leuS
leuA
leuC
leuD

ybgE

Métabolisme des pyrimidines
pyrAB
pyrF

pyrE
nrdE

Biosynthése de pantothenate et de CoA

ilvB
ilvN
ivC
ybgE

Ribosome
ctc 508
yHA

Métabolisme du glutamate
purF
pyrAB

Métabolisme de I'alanine et de I'aspartate

purA
purB

Métabolisme du
pyruvate

ackA

leuA

Métabolisme du butanoate

2,13
2,58
3,67
3,16
1,65
3,49
3,61
3,36
0,40

0,61
0,49
0,30
1,61

2,13
2,58
3,67
0,40

2,08
1,71

0,37
0,61

1,55
0,61

1,55
3,49

4. Etude de la régulation de la synthése

acétolactate synthase grande sous-unité
acétolactate synthase petite sous-unité
cétol-acide reductoisomérase

3-isopropylmalate déhydrogenase

leucyl-tRNA synthétase

2-isopropylmalate synthase

3-isopropylmalate déhydratase grande sous-unité
3-isopropylmalate déhydratase petite sous-unité
aminotransférase des acides aminés branchés

carbamoyl-phosphate synthase grande sous-unité
orotidine 5'-phosphate décarboxylase

orotate phosphoribosyltransférase
ribonucléoside-diphosphate réductase chaine alpha

acétolactate synthase grande sous-unité
acétolactate synthase petite sous-unité
céto-acide réductoisomérase

aminotransférase des acides aminés branchés

protéine ribosomale L25, protéine générale de stress
grande sous-unité de la protéine ribosomale L31

phosphoribosylpyrophosphate amidotransférase
carbamoyl-phosphate synthase grande sous-unité

adénylosuccinate synthétase (IMP--aspartate ligase)
adénylosuccinate lyase

acétate kinase
2-isopropylmalate synthase
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4. Etude de la réguiation de la synthése

ilvB 2,13 acétolactate synthase grande sous-unité
ilvN 2,58 acétolactate synthase petite sous-unité

Dégradation de la valine, leucine et de I'isoleucine
ybgE 0,40 aminotransférase des acides aminés branchés
Régulateurs

abrB 1,74 régulateur de Ia transcription
comK_ 0,61 facteur de compétence
codY 0,80 régulateur de la transcription

L’étude des résultats présentés dans le tableau 25 révele que :

- un seul géne, ybgE [EC:2.6.1.42], est impliqué dans le métabolisme de dégradation de la

valine, la leucine et I’isoleucine.

- neuf geénes appartiennent aux voies métaboliques de la synthese de la valine, de la leucine et
de I'isoleucine : ilvB [EC:2.2.1.6], ilvN [EC:2.2.1.6], ilvC [EC:1.1.1.86], leuB [EC:1.1.1.85],
leuS [EC:6.1.1.4], leuA [EC:2.3.3.13], leuC [EC:4.2.1.33], leuD [EC:4.2.1.33]. Les génes ilv
B, ilvN, ilvC leuA, leuB, leuC et leuD appartiennent a un méme opéron. Le géne ybgE
[EC:2.6.1.42] est présent aussi: il intervient a la fois dans les voies de biosynthese et de

dégradation des acides aminés branchés.

- deux genes sont impliqués dans le métabolisme du pyruvate, ackA codant pour l'acétate

kinase [EC:2.7.2.1]et leuA codant pour la 2-isopropyimalate synthase [EC:2.3.3.13].

- deux génes impliqués dans le métabolisme de I’aspartate sont réprimés, purA codant pour
I’adénylosuccinate synthétase [EC:6.3.4.4] et purB codant pour 1’adenylosuccinate lyase

[EC:4.3.2.2].

- deux genes permettant I’entrée dans le métabolisme des purines et des pyrimidines sont
réprimés en présence d’isoleucine : purF codant pour la phosphoribosylpyrophosphate
amidotransférase [EC:2.4.2.14] et pyrAB codant pour la carbamoyl-phosphate synthase
[EC:6.3.5.5].

- 14 geénes appartiennent aux voies métaboliques des purines: purA [EC:6.3.4.4], guaB
[EC:1.1.1.205], purE [EC:4.3.2.2), purK [EC:4.1.1.21], purB [EC:4.1.1.21], purC
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4. Etude de la régulation de la synthése

[EC:6.3.2.6], purL [EC:6.3.5.3], purQ |EC:6.3.5.3], purF [EC:2.4.2.14], purM [EC:6.3.3.1],
purN |[EC:2.1.2.2], purH [EC:2.1.2.3], purD [EC:6.3.4.13] et nrdE [EC:1.17.4.1],

- quatre génes appartiennent aux voies métaboliques des pyrimidines : pyrAB [EC:6.3.5.5],
pyrF [EC:4.1.1.23], pyrE [EC:2.4.2.10] et nrdE [EC:1.17.4.1]

- 10 appartiennent aux voies métaboliques des transporteurs ABC : dppA, dppB, yxeB, yvcR;
opuCaA, ytgA, ytgB; ytgC, ytgD et yrF,

Le r6le des enzymes qui correspondent aux génes régulés en présence d’isoleucine est
discuté en s’appuyant sur les schémas des grandes voies métaboliques présentes chez B.

subtilis (source KEGGQ).
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Figure 55 : Voies métaboliques de la biosynthese des acides aminés branchés chez B. subtilis.

Les genes régulés en présence d’isoleucine correspondent aux cases rouges (répression) ou

vertes (sur-expression). Les cases grisées correspondent a des genes non régulés ; les cases

blanches a des génes inexistant chez B. subtilis.
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4. Etude de la régulation de la synthése

La figure 55 montre que 1’ajout d’isoleucine réprime le géne ybgE [EC:2.6.1.42]. Le
géne ybgE code pour une aminotransférase commune aux 3 acides aminés branchés et
nécessaire a leur synthése. La répression du geéne ybgE pourrait avoir comme conséquence de
limiter la syntheése de L-leucine et de L-valine. L’opéron ilvBNCleuABCD pourrait étre sur-
exprimé afin de contre-balancer I’effet d’une répression de ybgFE. Le géne leuS pourrait étre
sur-exprimé afin de favoriser I'incorporation de la leucine au niveau du ribosome. La
croissance du micro-organisme étant normale en présence d’isoleucine (figure 53), il est
plausible que la sur-expression d’ilvBNCleuABCD et du géne leuS contrebalance de maniére

efficace la répression de ybgE.

L’enzyme codée par le géne ybgE cst aussi impliqué dans le métabolisme de la
dégradation de la valine, la leucine et de I’isoleucine (figure 56) sans différence de spécificité
vis a vis de ces substrats amino-acides branchés. En effet, YbgE présente des caractéristiques
enzymatiques vis a vis de Val, Leu et Ile équivalentes, avec des valeurs de K, proches de
3 pM et de Vg proches de 15 pmol/min/mg de protéine (Berger er al., 2003). 1l est & noter
que le gene ywaA, isologue de ybgE et qui forme un tandem ywaA ybgE
(Thomaides et al., 2007), n’est pas réprimé en présence d’isoleucine. Selon Berger et al.
(2003) YwaA présente des valeurs de K, qui sont proches de celles de YbgE. En revanche,
YwaA présente des valeurs de V., proches de 0,1 pmol/min/mg de protéine bien inférieures

a celles de YbgE qui limite fortement I’effet d’une régulation du géne ywaA.

Des études ont ét€ menées sur la régulation de ’expression des génes (Mader et al.,
2002), et particulierement sur celle de codY, codant pour le répresseur pléiotropique CodY,
dans des conditions de disponibilité en acides aminés variables (Molle et al., 2003). Ces
expériences sont menées avec comme source carbonée du glucose et comme source azotée de
la glutamine. L’ajout d’un mélange de 16 acides aminés, parmi lesquelles 1’isoleucine, a été
testé. Elles ont permis d’identifier que les geénes ilvB et ybgE sont les cibles du régulateur de

la transcription CodY, qui agit comme un répresseur.
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Figure 56 : Voies métaboliques de la dégradation des acides aminés branchés chez B. subtilis.
Les genes réprimés en présence d’isoleucine correspondent aux cases rouges. Les cases
grisées correspondent a des génes non régulés ; les cases blanches a des génes inexistant chez

B. subtilis.
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4. Etude de la régulation de la synthese

Dans notre cas le géne codY n’apparait pas dans la liste des genes présentés dans la
figure 54, cependant les résultats obtenus aprés traitement des données des puces par la
méthode du bootstrap suivi d’une analyse de la variance (ANOVA), réalisé dans le cadre
d’une collaboration avec la Plateforme de Génomique Fonctionnelle de Lille, ont montré que
le géne codY était sensiblement réprimé en présence d’isoleucine, avec un ratio logarithmique
en base 2 de -0,3. En se référant aux résultats de Molle ez al., 2003, la sur-expression du géne
ilvB obtenue dans le cadre de nos travaux apparait comme normale lorsque codY est réprimé.
En revanche, si 1’on se fie aux résultats de Molle er al., 2003, le géne ybgFE aurait aussi du étre
sur-exprimé lorsque codY est réprimé, ce qui n’est pas le cas dans nos expériences.
L’ originalité de ce résultat s’explique probablement par la différence entre B. subtilis 168,
souche étudiée par Molle er al., et B. subtilis ATCC 6633. De plus, les cultures témoins
réalisées par Molle e al. en vue d’étudier I'effet sur le transcriptome d’un cocktail de 16
acides aminés sont faites sur milieu minimum additionné de glutamine. Dans notre cas, les
cultures témoins réalisées afin d’étudier I’effet sur le transcriptome de 1’isoleucine sont faites

sur le milieu de Landy modifié.

Méme si cette régulation atypique de ybgFE reste difficilement interprétable sans
données supplémentaires, expérimentales et bibliographiques, on peut envisager de discuter
I’hypothése du role du geéne ybgE dans le phénotype [mycosubtiline anteisoC-17""*]. Nous
I’avons vu, la croissance du micro-organisme étant normale en présence d’isoleucine (figure
53), Teffet de la répression de ybgE sur la synthése des acides aminés branchés est
contrebalancé par la sur-expression de 1’opéron ilvBNCleuABCD, codant pour des enzymes
intervenant en amont de YbgE. La biosynthése des acides aminés branchés s’effectue
correctement mais le pool de précurseurs de la valine, le 2-oxoisovalérate, et de la leucine, le
4-méthyl 2-oxopentanoate, pourrait étre limité. Les génes intervenant dans la voie de
dégradation du 2-oxoisovalérate et du 4-méthyl 2-oxopentanoate n’étant pas sur-exprimés, le
pool d’isobutyryl-CoA et de 3-méthyl butanoyl-CoA pourrait aussi étre limité. On sait par
ailleurs que I’isobutyryl-CoA est le précurseur des acides gras branchés pairs de type iso et le
3-méthyl butanoyl-CoA celui des acides gras branchés impairs de type iso. Par conséquent, le
pool d’acides gras branchés pairs ou impairs de type iso pouvant étre limité, cela expliquerait
I’absence totale d’isoformes de mycosubtilines de type iso synthétisée lors de cultures

réalisées en présence d’isoleucine. En revanche, bien que le géne ybgE soit réprimé, 1’ajout
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d’isoleucine forcerait la formation du précurseur (S)-2-méthyl-butanoyl-CoA des acides gras
branchés impairs de type anteiso, ce qui expliquerait la prépondérance de I’isoforme anteiso

de la mycosubtiline dans ces conditions de culture.

Une autre cible du répresseur CodY est le géne bkd (Debarbouillé er al., 1999)
impliqué dans la régulation d’enzymes de la voie de dégradation des acides aminés branchés,
parmi lesquelles BfmBAA. Nos résultats montrent qu’en présence d’isoleucine, le géne
bfmBAA est sur-exprimé. La sous-expression obtenue pour le géne codY qui code pour le
répresseur de bkd, lui-méme codant pour le répresseur du géne bfinBAA constitue une cascade
de régulation conforme a ce qui a ét¢ démontré par des travaux antérieurs

(Debarbouillé ef al., 1999).

Un résultat notable est la sur-expression du géne abrB qui code pour un facteur de
transcription qui intervient dans la régulation des phases de transition de B. subrilis. 11 a été
montré qu’AbrB se lie au promoteur du géne comK afin de réprimer son expression
(Hamoen et al., 2003). Une sur-expression d’abrB se traduit classiquement par conséquent par
la répression de comK. 11 est utile de préciser que le facteur de compétence ComK est le
principal responsable de I’initiation de la phase de compétence chez Bacillus. Une
conséquence de 1’entrée en phase de compétence est le blocage de la réplication de I’ADN et

I’arrét des divisions cellulaires.

Les résultats issus du traitement des données montrent qu’en présence d’isoleucine, la
sur-expression d’abrB est combinée a la répression de comK. Ce résultat est conforme aux
résultats mettant en évidence la liaison de AbrB en position -35 du promoteur de comK
(Hamoen et al, 2003). Ce résultat est aussi conforme aux résultats publiés par
(Mader et al., 2002) obtenus en présence de casamino-acides. En revanche, la sous-expression
concomitante du géne codY est plus difficile & expliquer. En effet, Cod Y et AbrB agissent
normalement de concert pour réprimer I’expression de comK. La encore, nos résultats
suggerent un mécanisme complexe de la régulation ayant lieu chez ATCC 6633 lors de

cultures en présence d’isoleucine visant & favoriser la synthése de mycosubtiline anteisoC-17.

Des auteurs ont montré le role potentiel d’AbrB dans la régulation du géne myc chez

ATCC 6633 (Duitman et al., 2007). En effet, un mutant de B. subtilis ATCC 6633 AabrB a
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permis d’augmenter par un facteur 5 I’expression du géne myc codant pour la mycosubtiline
synthétase. 11 semblerait que Duitman er al., 2007 aient obtenu un mutant AcodY a partir
d’ATCC 6633 mais aucun résultat n’est présenté pour ce mutant. Cette partie de leur travail
est d’ailleurs considérée comme préliminaire par les auteurs car les réponses physiologiques
du mutant AabrB indiquent que plusieurs régulateurs de la transcription interviendraient dans

la régulation de myc.

- deux genes sont impliqués dans le métabolisme du pyruvate, ackA codant pour I'acétate
kinase [EC:2.7.2.1] et leuA codant pour la 2-isopropylmalate synthase [EC:2.3.3.13]. La sur-
expression de leuA (figure 57) a pour conséquence de pousser le métabolisme du pyruvate
vers la synthése de la leucine. L’effet de 1a répression du geéne ybgE ayant pour conséquence
de limiter la synthése de leucine pourrait de ce fait étre contrebalancé par la sur-expression de
leuA. De plus, la sur-expression du geéne leuS codant pour la leucyl-tRNA synthétase
permettrait & la machine ribosomale de faciliter I’ajout de la leucine au niveau de la synthese

protéique.
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Figure 57 : Voies métaboliques du pyruvate chez B. subtilis. Les génes sur-exprimés en
présence d’isoleucine correspondent aux cases vertes. Les cases grisées correspondent a des

genes non régulés ; les cases blanches a des génes inexistant chez B. subtilis.

- 2 genes impliqués dans le métabolisme de I’aspartate sont réprimés, purA codant pour
I’adénylosuccinate synthétase [EC:6.3.4.4] et purB codant pour I’adénylosuccinate
lyase [EC:4.3.2.2].
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Figure 58 : Voies métaboliques de I’aspartate chez B. subtilis. Les génes réprimés en présence
d’isoleucine correspondent aux cases rouges. Les cases grisées correspondent a des genes

non régulés ; les cases blanches a des génes inexistant chez B. subtilis.

Avec celles du glutamate, les voies métaboliques de I’aspartate peuvent étre empruntées
par B. subtilis pour la fourniture en azote via le relarguage d’un ion NH," par I’aspartate sous
I’effet de la L-aspartase (figure 58). Comparée a la condition « essai », la condition témoin
présente une carence en source azotée puisqu’aucun acide aminé n’est ajouté. La cellule
pourrait utiliser la sur-expression de purA et purB pour favoriser la synthese d’aspartate pour

faire face a cette carence en azote.

Les genes purA, purE, purK, purB, purC, purL, purQ, purF, purM, purN, purH et purD
sont tous réprimés en présence d’isoleucine. Ce résultat est similaire a ce que

Beckering et al. (2002) ont obtenu lors d’expériences de chocs froids réalisés sur B. subtilis
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JH642. D’apres Beckering et ses collegues, cette régulation serait due au ralentissement de la
croissance observé aprés le choc froid. En effet, la fréquence des divisions cellulaires
diminuant, les besoins de la cellule en nucléotides diminuent. Dans notre cas, les taux de
croissance d’ATCC 6633 étant similaires dans les deux conditions au moment du blocage, il
devient difficile d’expliquer ce phénoméne en se référant aux hypotheses de

Beckering er al. (2002).

Le géne nrdE codant pour la ribonucleoside-diphosphate réductase est sur-exprimé en
présence d’isoleucine. Ce géne a été identifié dans une souche de B. subtilis présentant une
sensibilité a la température. Ce phénotype serait 1i€ & une auxotrophie déoxyribonucléotidique
(Bazill et Karamata, 1972). De plus, une étude récente rapporte que nrdE serait essentiel a une
croissance aérobie ou anaérobie (Hartig et al., 2006). Le géne nrdE serait donc impliqué dans
plusieurs mécanismes de régulation. Klein et al. (1999) ont montré que 1’ajout d’isoleucine
favorisait chez B. subtilis JH642 1’augmentation du pool d’acides gras branchés
cryoprotecteurs (voir le paragraphe ci-apres). Il serait intéressant de vérifier si la

surexpression de ce géne n’est pas & mettre en relation avec cette réaction physiologique.

Il est & noter que deux génes codant pour des protéines de fonction inconnues, YuiA et
YuiB sont fortement réprimés en présence d’isoleucine. Des travaux ont montré que le géne
yuiC est aussi réprimé en présence de casamino-acides (Mader et al., 2002). La réponse des
génes yui semblant générique, il serait intéressant d’investiguer plus en avant le rdle des
protéines correspondantes dans la régulation ayant lieu chez ATCC 6633 lors de cultures en

présence d’isoleucine.

4.3.1.2. REGULATION TARDIVE

La réponse transcriptomique de B. subtilis BBGIO0 a été étudiée 2 partir
d’échantillons prélevés au début de la phase de ralentissement de la croissance. L’ objectif de
cette étude est d’accéder a I’information sur les niveaux d’expression des geénes transcripts

tardivement lors d’une culture réalisée en présence d’isoleucine.

162



4. Etude de la régulation de la synthese

h

£
; B @
4“’3.
3 *
- o
P - ] o
o mgﬂg:.t?ﬂ, e
- 2 ¢« P2 80282 2w o
“E L 3 G&&&w&;ﬁw @
&2 »* & ww¢$ T
%in ‘%Q*"" =
* %% o g0 Ty \
2{3 gﬁﬁ%%%g%@%%%{%
Py =TS
**it&otqs.,*;
o3 .
4

Génes

Figure 59 : Rapports d’expression des genes exprimés en logarithme base 2 de la condition
« essal » additionnée d’isoleucine comparée a la condition « témoin ». Les échantillons

étudiés correspondent a des préléevements réalisés apres sept générations.

Les données transcriptomiques, obtenues a partir de puces 2 ADN réalisée en flip-dye,
se sont révélées difficiles a traiter en raison de problémes en cascade: rendements
d’extraction en ARN faibles, qualité relativement médiocre des ARN, marquage insuffisant
des cibles par les cyanines, quantité d’ ADNc hybridée faible, bruit de fond élevé sur les puces
réalisée en flip-dye, analyse des duplicats laborieuses. Les deux raisons principales expliquant

ces difficultés sont liées & la lyse incompléte des cellules plus résistantes a ce stade de la

croissance et a I’hétérogénéité de la population cellulaire.

Malgré tout, une liste de 29 génes régulés différentiellement en présence d’isoleucine
a été obtenue (figure 59). Une attention particuliére a été portée aux génes cspB et cspC qui
sont réprimés en présence d’isoleucine. Ces geénes codent pour des protéines de choc

thermique et sont généralement exprimés de facon tardive chez B. subtilis (Graumann et
Marahiel, 1999).

Klein et al. (1999) ont montré que I’apport d’isoleucine dans le milieu permettait a la
souche B. subrilis JH642 de survivre a un choc froid en modifiant la fluidit€¢ membranaire par
la formation d’acides gras branchés de type anteisoC-15 et C-17 au détriment d’acides gras

isoC-15 et C-17. Ils ont également montré que la souche B. subtilis 168 était capable de
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survivre 4 de telles conditions en modifiant la constitution de sa membrane de la méme
maniére, et ce sans apport d’isoleucine.

On peut alors penser qu’un mécanisme stimulé lors d’un choc thermique pourrait, chez
la souche B. subtilis 168, intervenir dans la génération de précurseurs orientant vers la
formation d’acides gras branchés de type anteiso. Cette hypothése se confirmerait chez
ATCC 6633 si I’on supposait que cette souche, ou son dérivé BBG100, résistent de la méme
facon que B. subtilis 168 face a un choc thermique.

Dans nos expériences, lorsque 1’on cultive cette bactérie avec un apport d’isoleucine,
les génes cspB et cspC sont réprimés. L’ apport d’isoleucine qui joue un rdle cryoprotecteur se
substituerait donc a ce mécanisme encore inconnu qui favorise la formation d’acides gras
branchés de type anteiso. Ce mécanisme pourrait par la suite remplacer I’apport d’isoleucine

en favorisant la formation d’acides gras branchés de type anteiso.

4.3.2. EN BREF
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4.4. ETUDE PRELIMINAIRE DU ROLE DE REGULATEUR DE cSPB cHEz ATCC 6633

4.4.1. HOMOLOGIE DE cSPB ENTRE B. sUBTILIS ATCC 6633 ET 168

La premiere étape de ce travail a consisté a obtenir la séquence de cspB encore

inconnue chez ATCC 6633. L’intégration du fragment dans le plasmide pGEM-T Easy puis la

transformation d’E. coli JIM109 selon la méthodologie utilisée au § 4.2.2.2 et décrite au §

2.3.4. suivi d’une extraction de ’ADN plasmidique a permis de récupérer une quantité

suffisante de matériel nucléotidique pour le séquencage (Eurogentec). La seconde étape a

consisté a aligner les séquences de cspB de B. subtilis ATCC 6633 et 168.

Features in this part of subject segquence:
major cold-shock protein

Score = 641 bits (347), Expect = 0.0

Identities =

347/347 (Leclére et al., 2005), Gaps = 0/347 (0%)

Strand=Plus/Minus

Query 1
60

Sbjct 983945
983886

Query 61
120

Sbjct 983885
983826

Query 121
180

Sbjct 983825
983766

Query 181
240

Sbjct 983765
983706

Query 241
300

Sbijct 983705
983646

Query 301

Sbjct 983645

GAAGATTACTGGTAGAGTAAAGGTAATTATTTTTGTTCGAACTATCTTTAAGAAGAAAGT

PETEETE TR e bt e e e e b e e e b e e v e et ey
GAAGATTACTGGTAGAGTAAAGGTAATTATTTTTGTTCGAACTATCTTTAAGAAGAAAGT

TTTGTAAGAGTTTTCGTCTTGAAAGTTTGTTAAGAGCAAGAATAGTGAATTTAAGCGTTA

R R AR
TTTGTAAGAGTTTTCGTCTTGAAAGTTTGTTAAGAGCAAGAATAGTGAATTTAAGCGTTA

TGATCGCTTTAGGAGGAAATTTCATGTTAGAAGGTAAAGTAAAATGGTTCAACTCTGARAA

PEPEEEEEE et e b e e e b e b e e b e e e e b e et
TGATCGCTTTAGGAGGAAATTTCATGTTAGAAGGTAAAGTAAAATGGTTCAACTCTGAAA

AAGGTTTCGGATTCATCGAAGTAGAAGGTCAAGACGATGTATTCGTTCATTTCTCTGCTA

CEETTEEE et et e e e e e e e e b bbb e e b e e
AAGGTTTCGGATTCATCGAAGTAGAAGGTCAAGACGATGTATTCGTTCATTTCTCTGCTA

TTCAAGGCGAAGGCTTCAAAACTTTAGAAGAAGGCCAAGCTGTTTCTTTTGAAATCGTTG

R N A R AR R AR AR
TTCAAGGCGAAGGCTTCAAAACTTTAGAAGAAGGCCAAGCTGTTTCTTTTGARATCGTTG

AAGGAAACCGCGGACCACAAGCTGCTAACGTTACTAAAGAAGCGTAA 347

PETEEEEEEE T e b b e e e e r e i e e et
AAGGAAACCGCGGACCACAAGCTGCTAACGTTACTAAAGAAGCGTAA 983599
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L’alignement révele une homologie de séquence égale a 100%. L’identité des
séquences des deux genes pourrait donc étre révélatrice d’une conservation de la fonction des
Csps entre les deux souches. Cet élément appuierait 1’hypothese d’un role de CspB dans la
régulation des voies métaboliques des acides aminés branchés chez ATCC 6633 et

constituerait un premier élément de confirmation des résultats obtenus en transcriptomique.

4.4.2. CRYORESISTANCE D’ATCC 6633
Pour les raisons évoquées au § 4.4.1., la cryosensibilité de B. subtilis ATCC 6633 et de
son dérivé BBG100 a été étudiée en réalisant des cultures en fioles RAMOS selon le

protocole décrit au § 2.6.4. Les résultats sont présentés sur la figure 60.

0,007 ‘ 32 ——OTR BBG100
——OTR 6633
0,006 — Temperature
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E 2
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Figure 60 : Evolution de la température (°C), des vitesses de transfert en oxygéne (OTR) et en
CO2 (CTR), exprimées en mol/L/h, lors de cultures de B. subtilis ATCC 6633 et BBG100 sur
milieu de Landy modifié, additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0 et de 2 g/L d’acide glutamique
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L’expérience de choc froid a été réalisée en basculant la température d’incubation de
30 a 15°C durant des cultures en fioles RAMOS de B. subtilis ATCC 6633 et BBG100. Pour
chacune des souches, les cinétiques d’évolution du CTR sont légerement plus importantes que
celles de 'OTR révélant un QR supérieur a 1 caractéristique d’une production d’acides
organiques déja caractérisée au § 3.7.3.1. On observe une période de latence due & 1'absence
de l'extrait de levure dans le milieu pour les deux souches. Celle-ci semble plus marquée pour
ATCC 6633, phénomene déja observé au § 3.7.4.1. La croissance s’accompagne d’une
augmentation de I’OTR et du CTR suivie d’une chute brutale au moment du déclenchement

du choc froid & 16 h de culture.

Pour ATCC 6633, une augmentation linéaire de 'OTR de 0.5 2 2.5 mmol/L/h de 16 a
42 h est observée. Cette réponse indique qu’ ATCC 6633 conserve une activité métabolique
suite 3 un choc froid et peut donc survivre sans ajout d'acides aminés branchés. Ce
comportement se rapproche de celui de 168. Il pourrait donc y avoir un mécanisme permettant

d’augmenter la proportion d’acides gras branchés chez ATCC 6633.

Pour BBG100, une cryosensibilité plus élevée que pour ATCC 6633 est observée. Ce
phénomeéne pourrait étre explicable par une demande en acides gras branchés plus importante
chez BBG100 en raison de la surproduction de mycosubtiline, particuliérement 1’isoforme
anteisoC-17. 1l y aurait donc un phénomene de pompage vers la mycosubtiline synthétase

d’une partie des acides gras cryoprotecteurs qui ne peuvent plus étre intégrés a la membrane.

4.4.3. VALIDATION PHYSIOLOGIQUE DU ROLE DE cSPB CHEZ ATCC 6633

4.4.3.1. EFFET DE LA TEMPERATURE

Des cultures de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy modifié, additionné de
MOPS 100 mM, pH 7,0, additionné d’acide glutamique a 2 g/L et sans extrait de levure ont
été réalisées selon le protocole décrit au § 2.6.3. a différentes température : 20, 25, 30 et 37°C.

Les productions de mycosubtilines a 24 h sont reportées dans la figure 61.
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Figure 61 : Evolution de la concentration en mycosubtiline apreés 24 h de cultures réalisées a
différentes température : 20, 25, 30 et 37°C de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy
modifié, additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0, d’acide glutamique a 2 g/L et sans extrait de

levure.

On observe que la production de mycosubtiline diminue avec la température. Dans
notre expérience, la production est maximale & 25° et atteint 50 mg/L. La production quasi-
nulle de 0,24 g/L. obtenue a 20° est due a la quasi-absence de croissance de la souche a cette
température. La production est nulle 2 37°C. La figure 62 montre I’effet de la température sur

le profil des isoformes produites.

O20c

@25C

1,00 4 @30C
0,80
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0,40

mycosubtiline

0,20

Proportion des isoformes de

0,00 -
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Figure 62 : Proportion des isoformes de mycosubtilines produites par B. subtilis ATCC 6633
lors de cultures réalisées a différentes température : 20, 25 et 30 sur milieu de Landy modifié,
additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0, d’acide glutamique a 2 g/L et sans extrait de levure.

Les expériences a 25 et 30°C ont été réalisées en duplicat.
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On remarque que la proportion de l’isoforme anteisoC-17 augmente lorsque la
température diminue. Cette réponse physiologique indique qu’ATCC 6633 a la capacité de
modifier le profil des isoformes de mycosubtiline produite lorsque la température change. 1l a
été€ observé que B. subtilis modifiait son pool d’acide gras lorsque la température diminuait
(Klein et al., 1999) en augmentant la proportion d’acides gras branchés. D’autre part, il a été
récemment démontré que I’activation de 1’acyl puis le chargement de 1’acyl-adénylate par le
domaine AL de la mycosubtiline synthétase sur le thiolate du bras phosphopanthétéinique du
domaine ACPI1 n’était pas spécifique de la longueur de se chaine carbonée, lorsque celle-ci
est comprise entre C-10 et C-16 (Hansen et al., 2007). Ces deux observations physiologiques
permettraient d’expliquer I’augmentation de la proportion de I'isoforme anteisoC-17 lorsque

la température diminue.

4.4.3.2. DETERMINATION DU NIVEAU DE LA REGULATION

L’origine de la régulation permettant une augmentation de la proportion de I'isoforme
anteisoC-17 lorsque la température diminue pourrait €&tre liée aux genes csp, plus
particulie¢rement au géne cspB. Des PCR comparatives ont été effectuées afin d’évaluer le

taux d’expression cspB.

L’augmentation de la synthese observée entre 30 et 20°C pourrait aussi indiquer une
transcription plus importante du géne codant pour la mycosubtiline synthétase, mycS. Le
niveau d’expression de fenF, appartenant & I’opéron mycS est donc été évalué par PCR
comparative selon le protocole décrit au § 2.5.5. (figure 63). Les niveaux d’expression sont
mis a 1’échelle grice au gene domestique de B. subtilis, rpIL, qui code pour la sous-unité

ribosomale L.12.
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Figure 63 : Mesures des variations de I’expression des génes rplL, fenF et cspB par PCR
comparative lors de cultures B. subtilis ATCC 6633 réalisées a différentes température : 20 et
30°C sur milieu de Landy modifié, additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0, d’acide glutamique

a 2 g/L et sans extrait de levure.

Aucune véritable variation du taux d’expression de fenF n’est observée. Ce résultat
indique que I’activité du promoteur Pmyc est constante pour une température comprise entre
de 20 a 30°C. Par ailleurs, une expression plus importante du géne cspB est observée a basse
température rendant compte de 1I’importance du rdle probable de cspB dans I’orientation de la

synthése des acides gras vers des composés a chaine latérale.

4.4.3.3. VALORISATION DES RESULTATS

L’effet de la température sur la production de mycosubtiline chez B. subtilis ATCC
6633 a été intégré a un ensemble de résultats plus large obtenus au laboratoire ProBioGEM

par d’autres chercheurs et fait I’objet d’un manuscript en préparation (voir annexe 4).

4.5. CONCLUSION
L’optimisation du protocole de préparation des ARN d’ATCC 6633 a rendu possible

la préparation des cibles pour I’étude en transcriptomique. La cible provenant d’ATCC 6633
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hybridée sur la puce EGT 168 répondant de fagon similaire 2 la cible provenant de 168 sfp” a
permis d’envisager une étude en transcriptomique de la souche B. subtilis ATCC 6633 avec la

puce EGT 168.

PN

Les mécanismes de régulation mis en évidence grice a I’analyse des résultats de
transcriptomique rendent compte de la complexité de la régulation opérant chez ATCC 6633
lors des cultures en présence d’isoleucine. Cette condition expérimentale oriente
sélectivement la synthese de mycosubtiline vers 1’isoforme anteisoC-17 treés probablement en

augmentant le pool d’acides gras branché anteiso.

Un gene candidat impliqué de fagon précoce et centrale dans la sélectivité de cette
réaction pourrait étre ybgE dont la répression aurait pour double effet de limiter la synthese
des acides aminés branchés et de limiter le pool d’acide gras branchés de type iso au profit
d’acide gras branchés anteiso. Afin d’assurer la prise en charge des acides aminés branchés
par la machinerie ribosomale, la cellule semble pouvoir contre-balancer I’effet de la
répression de ybgE en sur-exprimant leuS, hfmBAA ainsi que I’opéron ilvBNCleuABCD. Le
répresseur pléiotropique de la transcription CodY jouerait un role dans la régulation de ce
mécanisme, rendu plus complexe encore par I'implication du tandem de régulateurs

AbrB/ComK.

Les génes cspB et cspC codant pour des protéines de choc thermique froid, réprimés
de facon tardive en présence d’isoleucine, pourraient eux aussi étre impliqués dans

I’augmentation du pool d’acides gras branchés anteiso.

Il a été montré que la souche B. subtilis ATCC 6633 semblait pouvoir résister a un
choc froid. Un mécanisme encore inconnu permet donc d’augmenter la formation d’acides
gras branchés de type anteiso. 1.’apport d’isoleucine se substituant & ce mécanisme a pour
effet de réprimer les csp rendant compte de la participation des csp & ce mécanisme de
régulation. Ce mécanisme pourrait par la suite remplacer I’apport d’isoleucine en favorisant la

formation d’acides gras branchés de type anteiso.
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CHAPITRE 5 : ETUDE DE LA PRODUCTION DE
MYCOSUBTILINE PAR B.SUBTILIS EN

BIOREACTEUR
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5. ETUDE DE LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR B.SUBTILIS EN
BIOREACTEUR

5.1. INTRODUCTION

L’extrapolation d’un procédé biologique de production de la mycosubtiline a I’échelle
du bioréacteur aéré et a agitation mécanique est rendue compliquée a cause du moussage qui
occasionne des pertes importantes de volume réactionnel. Ces débordements intempestifs et

massifs sont dus aux propriétés tensioactives du composé.

Plusieurs techniques sont classiquement employées pour limiter le moussage :
l'augmentation de la contre-pression appliquée & la cuve, I'utilisation de brise-mousses, de
dévésiculateur, la diminution des conditions physiques du transfert en oxygéne ou I’ajout de
vecteurs d’oxygene, d’anti-mousses minéraux ou organiques. Une stratégie différente consiste
a récupérer la mousse qui a débordé dans des collecteurs de fractions. Ce type de dispositif est
refroidi afin de favoriser le retour a I’état liquide des mousses et ainsi limiter le volume de
collecte. Ce processus a été employé par différents auteurs (Cooper er al., 1981) (Neu et
Poralla, 1990) et a permis 1’extraction en continu des tensioactifs grice au débordement de
mousse. (Davis et al., 2001) ont étudié I'effet de 1'agitation sur la production de surfactine par
B. subtilis et ont atteint un taux d’extraction de 100% mais avec comme contrepartie une perte
élevée et non contrdlée de volume de culture. L’extraction en continu de la surfactine
comporte 1’avantage de faciliter la récupération du produit qui peut étre laborieuse (Isa et al.,

2007) lorsqu’elle est réalisée a partir du moit de culture une fois la culture est achevée.

Le travail entrepris en bioréacteur présente dans un premier temps les avantages a
travailler en mode discontinu classique, avec la possibilité de réguler le pH ou I’oxygene
dissous, mais aussi les difficultés rencontrées & cause du moussage. Dans un deuxi¢me temps,
il s’attache & la mise au point d’un mode semi-discontinu débordant permettant de mieux
maitriser les pertes de volumes et de biomasse liées au moussage. Un modele de croissance

basé sur 1’équation de Monod est établi afin d’estimer le taux de croissance spécifique moyen
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du microorganisme lors de cultures en mode semi-discontinu débordant alimentées

exponentiellement.

5.2. CULTURES DISCONTINUES

5.2.1. PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR B. suBTILIS ATCC 6633

5.2.1.1. CULTURE AVEC REGULATION DU PH

La souche ATCC 6633 est cultivée en mode discontinu selon le protocole décrit au §
2.6.6. sur milieu de Landy modifié et additionné d’acide glutamique a 2 g/L.. Le pH est régulé
a la valeur de 6,5. La durée de la culture est de 72 h. La figure 64 montre I’évolution des

parametres de la culture.
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Figure 64 : Evolution de la concentration en oxygene dissous (%vol/vol de la saturation), de
I’agitation (rpm), de la température (°C) et de ’aération (L/min) lors d’une culture
discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy modifié additionné d’acide
glutamique a 2 g/L, pH=6,5

174



5. Etude de la production en bioréacteur

La figure 64 montre une chute de la pression partielle en oxygene dissous 1 h environ
apres I’inoculation du milieu nutritif par ATCC 6633. Celle-ci est provoquée par
I’augmentation de la demande volumique en oxygene du micro-organisme, elle-méme liée au
début de la croissance du microorganisme observée sur la figure 3. Apres 4 h de culture, la
concentration en oxygene dissous atteint 10% de la valeur a saturation ce qui déclenche une
augmentation de I’agitation. La rampe d’agitation est réglée de sorte a ne pas chuter en
dessous du seuil de 10% en oxygene dissous. Elle est bornée entre 200 et 300 rpm. Apres 14 h
de croissance, une diminution progressive de 1’agitation est observable. Elle traduit une baisse
de la demande volumique en oxygene et donc une activité respiratoire plus faible. Pourtant la
concentration cellulaire augmente encore entre 14 et 24 h de culture, d’autres cultures avec un
échantillonnage réalisé sur cet intervalle de temps permettent de 1’affirmer. C’est le signe
d’un basculement métabolique qui pourrait étre le passage d’une source de substrat a une
autre ou I’apparition d’une limitation ou d’une inhibition par I’'un des constituants du milieu
de culture. Cette hypothese de basculement métabolique est confirmée par 1’étude de
I’évolution des pulses de titrants sur cet intervalle de temps (figure 65). La phase
d’acidification du milieu caractérisée au § 3.3.1.1. est révélée par 1’ajout spécifique de KOH

entre O et 14 h.

——KOH3M
12 —— H2S04 3M

—pH

Titrants (%o0uv)

pH (u. pH)

ad. ! 5
0:00:00 12:00:00 24:00:00 36:00:00 48:00:00 60:00:00 72:00:00
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Figure 65 : Evolution des pulses en KOH 3 M et en H,SO4 3 M (% ouverture de pompe) et du
pH (unités pH) lors d’une culture discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy

modifié additionné d’acide glutamique a 2 g/L
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Le ralentissement de la croissance est de nouveau constaté apres 3 h, voir figure 3,
mais est cependant moins marquée que celui observé au § 3.3.1.1. Premigre observation :
cette diminution du taux de croissance ne peut €tre attribuée a un mauvais couplage
énergétique li€¢ aux valeurs basses de pH comme évoqué a titre d’hypotheése au § 3.3.1.1. car
le pH est régulé a 6,5. Deuxiéme observation : la concomitance entre le ralentissement de la
croissance et la limitation en oxygéne avait été établie pour BBG100 au § 3.7.3. Dans le cas
présent, I’expérience réalisée en bioréacteur permet théoriquement d’assurer une croissance
strictement aérobie ) grice 2 la régulation de la pression partielle en oxygéne dissous au
dessus de la valeur seuil de 10 % vol/vol. Dans 1’hypothése ou la souche ATCC 6633 se
comporte de fagon identique 8 BBGI100 en ce qui concerne la concomitance entre le

ralentissement de la croissance et la limitation en oxygene, le ralentissement de la croissance

n’est par conséquent pas attribuable a une limitation en oxygene.

(*): A moins que la limite inférieure de 10 % ne corresponde déja a une limitation en
oxygene, ce qui parait peu probable compte tenu de ’homogénéité du mélange dans un

bioréacteur de petite taille.

II est a noter qu’une baisse de 1’aération a été constatée entre 6 h et 12 h d’age en raison
d’une baisse de la pression réseau d’air comprimé, ce probléme technique n’ayant visiblement

pas d’effet sur la valeur de I’oxygeéne dissous régulé a 10% grace a la rampe d’agitation.

L’évolution de la densité optique a2 600 nm en fonction du temps lors d’une culture
discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy modifié et additionné d’acide

glutamique a 2 g/L. est présentée sur la figure 66.
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Figure 66 : Evolution de la densité optique a 600 nm en fonction du temps lors d’une culture
discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy modifié et additionné d’acide
glutamique a 2 g/L

La DO 600 nm atteint une valeur de 15,5 DO a 24 h, puis diminue fortement jusqu’a
72 h. Cette diminution, confirmée par des mesures du poids sec effectuées en parallele, est
liée a la lyse cellulaire et aussi au phénomeéne de sporulation observé par microscopie. Ces
deux phénomeénes s’expliquent par la longue durée du procédé discontinu et aussi par les
quantités importantes de titrants ajoutées aprés 30 h. En effet, la figure 65 montre qu’a partir
de 30 h, l1a régulation du pH s’effectue par ajout alterné de KOH et de H,SO4, signe d’une
production et d’une consommation d’acides organiques faible. L’état physiologique du
microorganisme ne justific pas ces volumes importants de titrants délivrés par pulses
continus. IIs s’expliquent en réalité par les difficultés a réguler le pH en raison de la présence
de mousse dans le bioréacteur. La mousse piége et ralentit les gouttes de titrants délivrées par

les pompes péristaltiques.

Le dosage des lipopeptides dans les échantillons prélevés dans le bioréacteur montre
I’absence de mycosubtiline et de surfactine dans le milieu de culture. Par contre, I’analyse du
milieu de culture débordé du bioréacteur en raison du moussage révele une concentration de
39,4 mg/l. en mycosubtiline et inférieure 2 0,1 mg/L. en surfactine (détectée mais non
quantifiée). Il est intéressant de noter qu'une extraction du produit en continu par le moussage

est envisageable pour la suite. De plus, la culture en bioréacteur sur milieu de Landy modifié
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additionné de 2 g/I. d’acide glutamique régulé a pH 6,5 permet 1’obtention d’une bonne

sélectivité de la synthése des mycosubtilines par rapport aux surfactines.

La perte de volume liée au moussage lors cette culture de B. subtilis ATCC 6633 est
de 130 mL, ce qui représente 4,3% du volume initial. Cette perte reste dans le méme ordre de
grandeur que le volume d’échantillonnage ou le volume de titrants ajoutés. Elle n’influe donc
que peu sur le volume total de milieu de culture. Cependant, la quantité en mycosubtiline
produite rapportée au volume initial de milieu de culture étant faible, 1,7 mg/L, on peut
imaginer une perte de volume plus conséquente avec la souche surproductrice de
mycosubtiline B. subtilis BBG100. La faible valeur de production pourrait &tre liée aux
problémes précités de régulation du pH qui ont eu pour effet de dégrader ou de précipiter la

mycosubtiline contenue dans la mousse.

5.2.1.2. CULTURES SANS REGULATION DU PH

B. subtilis ATCC 6633 est cultivé en mode discontinu sur milieu de Landy. Pour
vérifier 'effet de la régulation du pH et s’affranchir des problemes liés & cette régulation
rencontrés au § précédent, le pH n’est pas régulé et sa valeur initiale égale 2 7,0. La durée de

la culture est de 72 h.

—e—DO

DO 600 nm
~
pH

0 12 24 36 48 60 72
Age (h)
Figure 67 : Evolution de la densité optique a 600 nm en fonction du temps et du pH lors d’une

culture discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy. Données représentatives de

2 expériences.
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La figure 67 montre qu’un ralentissement de la croissance est visible a partir de 3-4 h
de culture. La DO augmente jusqu’a une valeur de 11,7 DO a 24 h. La phase de
lyse / sporulation est détectée aprés 24 h alors que le pH avoisine une valeur élevée de 7,6. La
diminution de la DO s’accentue ensuite et le pH atteint une valeur limite de 9,3 dés 48 h

d’age. Dans cette expérience, le pH varie fortement puisqu’il évolue entre 5,6 et 9,3.

Les quantités en mycosubtiline et en surfactine extraites dans le volume de surverse
rapportées au volume initial de milieu de culture sont respectivement de 8 et 2 mg/L. La
concentration en mycosubtiline finale, bien que faible par rapport a celle obtenue dans les
mémes conditions de culture en fioles d’Erlenmeyer, voir § 3.3.1.1., est 1égérement meilleure

que celle obtenue en présence d’une régulation du pH.

5.2.1.3. EN BREF

gine du phénoméne ne semble ni liée 2 ée%
e 4 unc hmztaaon% oxygeéne.

les tﬁ:rants

5.2.2. PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR B. suBTiILIS BBG100

5.2.2.1. CULTURE REGULEE EN PH

B. subtilis BBG100 est cultivé en mode discontinu sur milieu de Landy modifié
additionné d’acide glutamique 2 g/L.. Le pH est régulé a la valeur de 6,5. La durée de la
culture est de 72 h.
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Figure 68 : Evolution de la densité optique a 600 nm en fonction du temps lors d’une culture
discontinue de B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié et additionné d’acide
glutamique a 2 g/L

Compte tenu de la faible fréquence d’échantillonnage (figure 68), le ralentissement de
la croissance n’est pas observable sur la courbe. La DO augmente jusqu’a une valeur de 12,3
DO a 24 h. La phase de lyse / sporulation débute aprés 40 h. La diminution de la DO

s’accentue ensuite jusqu’a atteindre la valeur de 9,0.

Comme au § 5.2.1,, les lipopeptides ne sont pas détectés dans les échantillons prélevés
dans le bioréacteur. Les quantités en mycosubtiline et en surfactine extraites dans le volume
de surverse rapportées au volume initial de milieu de culture sont respectivement de 67 et 6,2
mg/L. La concentration en mycosubtiline est 39 fois supérieure a celle obtenue dans les
mémes conditions avec la souche B. subtilis ATCC 6633 montrant 1’importance du caractére

constitutif de la production lors d’un procédé discontinu.

Le volume collecté de surverse est de 130 mL. Cette valeur est identique a celle
obtenue au § 5.2.1.1. Ce résultat peut paraitre surprenant. Il montre que le volume de surverse
li€ au moussage n’est pas corrélé a la quantité de mycosubtiline produite. Ce phénomene sera
abord€ au § 5.3.2. lors de 1’étude de la capacité moussante du milieu de culture en fonction de

la vitesse d’agitation.
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5.2.2.2. CULTURE NON REGULEE EN PH
B. subtilis BBG100 est cultivé en mode discontinu sur milieu de Landy. Le pH est
laissé libre et sa valeur initiale égale a 7,0. La durée de la culture est de 72 h. Les résultats

sont présentés sur la figure 69.
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Figure 69 : Evolution de la densité optique d 600 nm en fonction du temps lors d’une culture
discontinue de B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié et additionné d’acide
glutamique a 2 g/L

La DO augmente jusqu’a une valeur de 10,8 4 24 h. La phase de lyse / sporulation

conduit ensuite & une diminution de la DO jusqu’a atteindre la valeur de 7,35. Les variations

- -

du pH sont comprises entre 5,8 et 9,5 ce qui constitue un intervalle €levé favorisant la phase

de lyse cellulaire.

Les quantités en mycosubtiline et en surfactine extraites dans le volume de surverse
rapportées au volume initial de milieu de culture sont respectivement de 66 et 0,5 mg/L. La

concentration en mycosubtiline est huit fois supérieure a celle obtenue dans les mémes

conditions avec la souche B. subtilis ATCC 6633.

La perte de volume liée au moussage lors cette culture de B. subrilis BBG100 est de

820 mL, ce qui représente 27% du volume initial. Au-dela des précautions a prendre sur le
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calcul des concentrations, cette perte importante pose des problémes techniques. En effet,
dans ces conditions de travail, la turbine de Rushton supérieure ne plonge plus dans le milieu
nutritif affectant le contréle de V'oxygene dissous par I’agitation. De plus, nous avons
remarqué de visu qu’une zone d’hyper-moussabilité était obtenue au moment ou la turbine
sortait du liquide. Cette observation nous a conduit a la mise au point d’un procédé alimenté

opérant & volume constant.

5.2.2.3. ENBREF

ne %ﬁﬁmp@s é"é"g’randes diffé; W

De mém ﬁl@%mfxr B. subtilis ATCC 6633,

5.2.2.4. VALORISATION DES RESULTATS

Les comparaisons des productions de mycosubtiline et de surfactine entre B. subtilis
ATCC 6633 et BBG100 en fioles d’Erlenmeyer et en bioréacteur ont été intégrées a un
ensemble plus large de résultats obtenus au laboratoire ProBioGEM et ont fait I’objet d’un

article publié dans le journal « Applied and Environmental Microbiology » en 2005.
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5.2.3 LIMITATION DU MOUSSAGE LORS DE CULTURES DE B. suBTiLIS BBG 100

5.2.3.1 SYSTEMES PHYSIQUES D’ELIMINATION OU DE LIMITATION DE LA MOUSSE

5.2.3.1.1 Réfrigération

Deux réfrigérants ont été installés en série au niveau de la sortie des gaz du bioréacteur
afin de refroidir les mousses débordantes. La double enveloppe dans laquelle circule de 1’eau
froide permet de condenser la mousse. Néanmoins la capacité d’échange de cette installation
n’a pas été suffisante et n’a pas permis d’éviter le débordement de mousse lors de la culture

de B. subtilis BBG100 en bioréacteur.

5.2.3.1.2. Dévésiculation

Le deuxiéme test a été effectué avec un dispositif de dévésiculation des mousses
utilisé en traitement des eaux usées. Ce matériel a été prété par la société EIF. La mousse
circule dans une cartouche contenant des billes de verres de petites tailles. L’augmentation de
la surface de contact tend a casser la mousse. Les condensats sont ensuite réinjectés dans le
bioréacteur. Le gaz sortant dépourvu de mousse peut ensuite &tre analysé pour quantifier, dans
notre cas, ’oxygene et dioxyde de carbone. Le principe de fonctionnement est présenté sur la

figure 70.

Gaz entrant
contenant |:> — A |:> Gaz sortant

la mousse
~
v \
..........)
000 Billes de
000
.............. > ﬂ 000 verres
Trajet du gaz
Condensats

Figure 70 : Principe de fonctionnement du dévésiculateur
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Lors d’une culture discontinue en bioréacteur de B. subtilis BBG100 sur milieu de
Landy modifié additionné d’acide glutamique a 2 g/L. régulée a pH 6,5, I'efficacité du
systéme n’a pas permis I’élimination des mousses au niveau du gaz sortant. Le dispositif testé
étant par ailleurs déja sur-dimensionné pour notre application, selon le fournisseur EIF, le
principe de dévésiculation a été abandonné. Il ne permet pas d’éliminer les mousses issues

d’un moft a capacité moussante élevée (voir le § 5.3.2).

5.2.3.2. CONTROLE DE LA MOUSSE PAR AJOUT D'ANTIMOUSSE

5.2.3.2.1. Introduction

Suite aux essais réalisés avec les systémes physiques d’élimination de la mousse, nous
avons testé différents types d’antimousse utilisé dans le domaine agro-alimentaire et dans
celui de la production d’auxiliaires technologiques : huile de colza, huile de soja et Hodag
(monostéarate diéthylene glycol, triglycérides). Trois types d’essais préliminaires ont été
réalisés afin de mesurer 1’effet de ces composés sur la capacité moussante du milieu, sur la
croissance du micro-organisme et sur la synthése de mycosubtiline. De plus, il a été vérifié
que I’ajout des différents antimousses dans le milieu de culture n’interférait pas avec la

méthode de purification des lipopeptides sur gel ODS.

5.2.3.2.2. Détermination des concentrations et effets des antimousses

Les huiles de colza et de soja sont testées a 2, 5 et 10 g/L. L’antimousse Hodag est
testé 4 une concentration de 0,1 et 0,4 mL/L. Les antimousses sont ajoutés au milieu de
culture en présence d’une concentration de 50 mg/L. en mycosubtiline. Les différentes
expériences de moussage sont réalisées dans le bioracteur avec une aération fixée a
0,25 VVM et une agitation a 300 rpm. La concentration minimale pour éviter toute formation

de mousses est de 5 g/L. pour les huiles et 0,1 ml/L pour I’antimousse.

L’effet des antimousses sur le dosage de lipopeptide est évalué. La purification sur
colonne C18 et le dosage d’un échantillon de mycosubtiline de concentration connue,
223 mg/L, est réalisé alternativement en présence de 5 g/L. d’huile de colza, 5 g/L d’huile de

soja et 0,1 mL/L d’antimousse Hodag. Les résultats sont présentés dans le tableau 1.
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Tableau 26 : Dosage de la mycosubtiline en présence d’antimousse

[mycosubtiline]
(mg/L)
Témoin 223
Huile de soja 5 g/L 200
Huile de colza 5 g/L 181
Antimousse Hodag 0,1 156
mL/L

Le tableau 26 montre une influence variable des antimousses testés sur le dosage des
lipopeptides. La récupération du produit est de I’ordre de 89 % pour I’huile de soja, de 81 %
pour I'huile de solza et de 69 % pour I’antimousse Hodag. Cette influence pourrait s’expliquer
par la saturation des sites de liaisons du gel C18 des cartouches de purification ou par
I’encapsulation des lipopeptides formant des complexes par liaison hydrophobe avec les

antimousses.

Sachant que les antimousses utilisés sont des sources carbonées susceptibles d’&tre
métabolisées par B. subtilis, leur effet a ét€ évalué sur la croissance de BBG100. Dans notre
cas, ils pourraient aussi moduler le profil de biosynthése des isoformes de mycosubtilines car
elles constituent une source d’acides gras transformables puis incorporables dans les
mycosubtilines. Afin de déterminer ces effets, plusieurs cultures de BBG100 ont été réalisées

en milieu de Landy modifi€ MOPS 100 mM pH 7,0 (figure 71).
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Figure 71 : Evolution de la densité optique a 600 nm lors de cultures en fioles de B. subtilis
BBG100 réalisées en milieu de Landy modifié MOPS 100 mM pH 7,0 et en présence d’huile
de colza a 5 g/L, d’huile de soja a 5 g/l ou d’antimousse Hodag a 0,1 mL/L

La culture témoin atteint une DO de 14,3 DO a 48 h d’4ge. La croissance est
sensiblement plus importante et aussi plus rapide en présence des huiles puisqu’une DO
anormalement élevée d’environ 16,5 est atteinte des 24 h de culture. Cette observation indique
que les huiles sont probablement métabolisées par la souche. Ce probléme donnant lieu a une
étude en soi, aucun dosage des huiles n’a été réalisé pour confirmer cette hypothése. Une
chute de la DO précoce est ensuite observable. Elle pourrait étre liée a la difficulté & mesurer
la DO en raison de la solubilisation progressive de I’huile par les surfactants synthétisés par
BBG100. Une chute de la DO est observable apres 48 h de culture en présence de

I’antimousse Hodag. Les résultats de production de mycosubtiline sont donnés dans le tableau
27.

Tableau 27 : Concentration en mycosubtiline (mg/L) pour les cultures avec antimousse

[mycosubtiline] mg/L

Témoin 223
Huile colza 5 g/L 3
Huile soja 5 g/LL 2
Antimousse Hodag 0,1 mL/L 95
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L’ajout d’huile provoque une diminution trés significative de la synthése de
mycosubtiline. Pour rappel, les analyses de mycosubtiline étaient sous-évaluées de 11 % en
présence de 5 g/L. d’huile de soja et de 19 % en présence d’huile de 5 g/ de colza. Mais cet
effet ne suffit pas a lui seul expliquer la diminution de la production de la syntheése de
mycosubtiline observée lors des cultures. Il y a donc un effet physiologique de régulation de
la synthése des mycosubtilines en présence d’huile de colza ou de soja. Concernant les
cultures réalisées en présence d’antimousse Hodag, une concentration de 95 mg/L de
mycosubtiline est obtenue, soit une diminution de 57 % de la production de mycosubtiline par
rapport au témoin. Pour rappel, une sous-évaluation de 31 % du dosage de la mycosubtiline
en présence de 0,1 mL/L d’antimousse Hodag a ét¢ montrée. Dans ces conditions, la

diminution de la production de mycosubtiline par rapport au témoin n’est plus que de 39 %.

5.2.3.2.3. Culture de B. subtilis BBG100 en bioréacteur en présence d’antimousse Hodag.

Compte tenu des avantages certains a travailler sans moussage, une culture discontinue
de B. subtilis BBG100 est réalisée en bioréacteur sur milieu de Landy modifié additionné de
2 g/l. d’acide glutamique auquel est ajouté 0,1 ml/L. d’antimousse Hodag. Le pH est régulé a
6,5 et le niveau de mousse contr6lé par ajout automatique d’antimousse Hodag. Les résultats
sont présentés dans la figure 72.

]
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Figure 72 : Evolution de la densité optique a 600 nm en fonction du temps lors d’une culture
discontinue de B. subtilis BBG100 en milieu de Landy modifié et additionné d’acide
glutamique a 2 g/L régulée a pH 6,5. Le niveau de mousse est régulé par I’ajout de Hodag.
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La courbe de croissance atteint un maximum de 14 DO vers 32 h de culture.
L’émulsion provoquée par 1’agitation mécanique du milieu de culture contenant I’antimousse
Hodag et les tensio-actifs synthétisés par la souche pose des difficultés de mesure de la
densité optique. Une lecture de DO contre le surnageant de culture est donc entreprise sur tous
les échantillons afin de s’affranchir de I’effet du changement des caractéristiques optiques du

milieu de culture.

L’ajout de I’antimousse Hodag permet pour la premiere fois dans le cadre de ce travail
d’analyser les gaz lors d’une culture en bioréacteur a agitation mécanique. Comme nous
I’avons vu au § 3.7.3.1., cette analyse permet d’accéder a des informations sur la respiration
du microorganisme au travers du calcul du quotient respiratoire. Le QR est exprimé par le

rapport CTR/OTR.

Le suivi du QR est représenté sur la figure 73. L’analyseur est débranché par

précaution pendant les nuits, représentées par les zones grisées.
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Figure 73 : Evolution des valeurs du CO2 (%v/v), de I’O2 (%v/v) et du QR (sans unité) au
cours de la culture de B. subtilis BBG100 sur milieu de Landy modifié additionné d’acide
glutamique a 2 g/L. Le pH est régulé a 6,5 par ajout de H,SO; 3M et KOH 3M.

Durant les 6 premieres heures de la culture, la valeur du QR augmente

progressivement. Dans certaines cultures nous avons observé une diminution progressive
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durant ces premic¢res heures. Ce phénomeéne est difficilement interprétable
physiologiquement. Il est probablement dii aux faibles valeurs de consommation d’O; et de
production de CO, mesurées qui génerent une erreur importante. Durant ces heures, la
consommation en O; et le dégagement du CO; augmentent, ces phénomenes étant liés a la
multiplication des microorganismes dans le milieu. Entre 6 h et 12 h de culture, le QR se
stabilise aux environs de 1,2. Nous avions vu au § 3.7.3.1. que le QR se stabilisait aux
environs de 1,4 et que c¢’était di a la production d’acides organiques tels que 1’acide acétique
produit par les souches de B. subtilis lors d’une croissance limitée en oxygene sur glucose et
acide glutamique. La valeur 1égerement plus basse du QR, 1,2 au leu de 1,4, est lie 2 la trés
faible production d’acide acétique dans notre cas. Elle s’explique car la valeur de 1’oxygéne
dissous ne tombe jamais sous le seuil de 10% v/v de la saturation en oxygene dans le cas de la

culture en bioréacteur.

Entre 25 et 34 h d’Age, la valeur de QR diminue progressivement avant de se stabiliser
aux environs de 0,3 qui indique une consommation des acides organiques produits par la

souche en début de culture.

La production de mycosubtiline lors de cette culture discontinue est trés faible, a la
limite de la détection analytique. Pourtant la formation de mousses a été observée a partir de
4 h d’age et a nécessité un ajout continu d’antimousse Hodag sur la durée du procédé et qui a
représenté 8 mL en valeur cumulée. Il y a donc eu production d’une quantité significative de
tensioactifs mais la purification sur colonne C18 dosage puis le dosage en CLHP ne permet

pas de les retrouver. Un test en chromatographie couche mince a été entrepris (figure 74).
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Téches intermédiaires

mycosubtiline //

Figure 74 : Chromatographie en couche mince réalisée avec (de gauche a droite) un témoin
d’antimousse a 0,1 mL/L, un témoin de mycosubtiline additionné de surfactine a 50 mg/L,
des surnageants de culture prélevés i 24 h, 48 h et 72 h sur la culture de B. subtilis BBG100
sur milieu de Landy modifié additionné d’acide glutamique a 2 g/L, pH 6,5.

Concernant les témoins, aucune bande n’apparait sur la couche mince pour
I’antimousse Hodag et deux bandes sont détectées pour le standard composé d’un mélange de
mycosubtiline et de surfactine. La valeur du rapport frontal R¢ est de 0,8 pour la surfactine et
0,6 pour la mycosubtiline. Les surnageants de culture a 24, 48 et 72 h présentent une bande
correspondant a la surfactine. Aucune bande n’apparait pour la mycosubtiline. Néanmoins,
une tache diffuse est détectée pour un R¢entre 0,7 et 0,8. Cette tache pourrait correspondre au

complexe mycosubtiline-antimousse Hodag évoqué au § 5.2.3.2.2.
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5.2.3.2.4. En bref
L’cfﬁ%iaciié d “

5.3. PROCEDES SEMI-DISCONTINUS A ALIMENTATION EXPONENTIELLE

5.3.1. INTRODUCTION

Peu de connaissances ont été générées par le passé sur les bioprocédés ou I’extraction
du produit d’intérét se fait de maniére continue dans des collecteurs de mousse. Notre travail
propose dans une premiere partie une solution simple pour favoriser les sorties de mousse afin
de maintenir un niveau de liquide constant dans le bioréacteur. Ce niveaun est maintenu
constant en égalisant le débit de sortic des mousses et le débit d’alimentation, de sorte a
pouvoir se référer & un procédé en continu. A ce stade, il est vérifi€ que la mousse récoltée
dans les collecteurs contient la totalité des tensioactifs synthétisés par la souche. La
concentration en biomasse dans le volume soutiré étant inférieure A celle dans le bioréacteur,
le procédé obtenu se rapproche d’un procédé en continu avec recyclage de la biomasse. Se
basant sur ces observations, une étape de modélisation de 1’évolution de la biomasse suivie

d’une validation est proposée.

La stratégie d’alimentation a été appliquée en se référant 4 une culture semi-
discontinue limitée en carbone, classiquement appelée Exponential FedBatch Culture ou
EFBC. Compte tenu des débordements de mousses observés durant ce procédé, nous
I’appellerons O-EFBC (figure 75). Ces débordements s’effectuent en continu en raison du
caractere constitutif de la production de mycosubtiline, sous contrdle du promoteur P,y chez
B. subtilis BBG100. Une représentation shématique de I’0O-EFBC est présenté sur la figure
77.
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Air
Inlet

A
J

Feed
vessel

Figure 75 : Représentation shématique de I’O-EFBC. Le collecteur de mousse est connecté au
bioréacteur via la sortie des gaz. 1l est réfrigéré par un dispositif de poches de gel eutectique.

L’alimentation en milieu frais, en base et en acide est assurée par les pompes 1, 2 et 3.

5.3.2. OPERATION A VOLUME CONSTANT

Les mobiles fixés sur I’axe d’agitation du bioréacteur sont deux turbines de Rushton
de largeur L; et de hauteur W,, disposées de maniere spécifique (figure 76). La turbine
inférieure est immergée dans le milieu de culture a2 une hauteur Hy, comme cela se fait
classiquement dans une culture en bioréacteur, pour assurer le mélange et le cisaillement des

bulles d’oxygéne. La turbine supérieure est fixée juste au-dessus de la hauteur H;, du milieu

de culture.
|
K ,,,,,,,,
HoJ L
'Ti#
D,

Figure 76 : Facteurs géométriques exprimés en cm du bioréacteur a agitation mécanique et
aéré utilisé pour I’O-EFBC. D;=7,65, H;/D=1,83 ; D/D;=2,22 ; H/D=1,00 ; W/D;= 0,20 ;
L/D;=0,25
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Pendant la phase d'alimentation du procédé, la turbine supérieure est progressivement
immergée dans le milieu liquide favorisant le mélange a l'interface gaz-liquide. Dans ces
conditions, la turbine se charge a l'interface et augmente la capacité moussante (CM) du
milieu. Ce parametre a été évalué en se basant sur la méthode de la colonne & bulle
développée par Saint-Jalmes et al. (2005). Seule différence, 1'éprouvette graduée est
remplacée par le bioréacteur. Le débit d’air est maintenu constant pour ces expériences. Seule
la vitesse périphérique en bout de pale varie. La hauteur de mousse est mesurée et la capacité

moussante calculée selon la formule :

M = Volume de mousse stabilisé (L)

Volume de gaz injecté (L)

20 -

£ ——~ 0,40 s
O
@ —e—0,80ms
]
@ —a— 1,00 s
g —e—1,20ms
% —a— 1,60 m's
s
-]
I

Temps (min)

Figure 77 : Cinétique (min) de I’évolution de la hauteur de mousse (Kim et al., 2004) mesurée
dans le bioréacteur en fonction de différentes vitesses périphériques en bout de pale : 0,40,
0,80, 1,00, 1,20 et 1,60 m/s. Les expériences sont réalisées en présence d’une concentration de
2 mg/L en mycosubtiline et 1,3 g/L en biomasse, a un débit d’aération de 0,75 L/min, a 30°C
et pHO6,5.

Les expériences menées a des vitesses périphériques de 0,40, 0,80, 1,00 et 1,20 m/s
ont permis d’atteindre une valeur constante de la hauteur de mousse (figure 77) correspondant
respectivement a des capacités moussantes CM de 0,15, de 0,30, de 0,48 et de 0,60. Selon

(Saint-Jalmes et al., 2005), une CM inférieure a 0,1 représente une capacité moussante faible.
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Dans notre application, le but recherché est de favoriser le moussage. Aussi, la limite basse de
la plage d’agitation qui sera utilisée lors de ’O-EFBC correspondra a une vitesse périphérique
minimale de 0,80 m/s assurant une valeur de CM de 0,30. La figure montre que l'expérience
menée a 1,60 m/s n'a pas permis la stabilisation de la hauteur de mousse dans la durée
d'expérience. Aucune capacité moussante n’a pu par conséquent &tre calculée stricto sensu. Le
rapport volume de mousse/volume d’air injecté est égal a 0,97 apres 5 min, indiquant une CM
élevée approchant la valeur de 0,99 obtenue pour liturine A 2a longue chaine
(Razafindralambo et al., 1998) et de 0,98 obtenue pour la surfactine (Razafindralambo et al.,
1996). Comme nous n’avons pas pu observer la stabilisation de la hauteur de mousse dans le
bioréacteur pour une vitesse périphérique de 1,60 m/s, nous avons préféré choisir une vitesse
périphérique maximale de 1,20 m/s assurant une valeur de CM de 0,60. La gamme d’agitation
a été finalement fixée entre 0,80 et 1,20 m/s assurant respectivement une CM de 0,30 et de

0,60.

5.3.3. PRESENTATION DE L’O-EFBC

Le procédé a été divisé en trois étapes principales (figure 78). Durant la phase 7, les
cellules sont cultivées 24 h dans une culture en mode discontinu. La vitesse d'agitation
augmente progressivement pour maintenir le taux d'oxygene dissous au-dessus de 10% de la
concentration de saturation jusqu'a ce que la source principale de carbone ait été épuisée. On
observe la re-consommation des sous-produits comme 1'acétate durant la phase /. Le volume V
de milieu dans le bioréacteur diminue en raison du débordement de mousse dii a la production
constitutive du mycosubtiline. Dans la phase 11, les cellules sont cultivées dans un mode semi-
discontinu et le volume V augmente exponentiellement. Le débit d'alimentation est calculé
selon la formule dérivée de I’EFBC carbone-limitant :
VoXo et/ 4 et/ 4

YKo ¢ _R(g).
Y Su-5) 7 T

fin (2)

Avec R(10) la valeur initiale du débit d'alimentation calculé a partir de la quantité
initiale VX, de biomasse, le rendement en biomasse sur glucose fixé 2 0,30 g g”', proche de la

valeur de 0,31 g g rapportée par Lee et al. (1997), S;, la concentration en glucose dans le

194



5. Etude de la production en bioréacieur

milieu d'alimentation, fixé a 40 g L'l, So la concentration en glucose résiduel dans le

bioréacteur et T une constante de temps.

A/ 500 - ) -+ 100
Exponential Fedbatch
— Batch Phase Phase T 90
= 400 + 80
o
m —_—
g 3
i 2
Y o
P, [a]
o
’ S B et bt
0 T T T 0
0:00:00 12:00:00 24:00:00 36:00:00 48:00:00
Age (h)
B/ 40
Phase | Phask Il Phase lil
35
—~ 30 "‘“‘H\\.‘ P o
o ¥
= 25
o}
£ 20
=
5 15
> 10
0,5 i
0,0 b ——

0:00:00 12:00:00 24:00:00 36:00:00 48:00:00
Age (h)

Figure 78 : (A). Evolution de la vitesse d’agitation et du pourcentage d’oxygeéne dissous
durant une culture débordante de B. subtilis BBG100 sur milieu de Landy modifié additionné
d’acide glutamique a 2 g/L. Le pH est régulé a 6,5 par ajout de H,SO,3M et KOH 3M. La
culture est réalisée & 30°C et & un taux de dilution 1/7=0,06 . (B) Evolution du volume V
dans le bioréacteur (—e—), du volume Vcol dans le collecteur de mousse (— A—) et du volume
d’alimentation cumulé (—). La phase I représente la phase discontinue, la phase Il ’EFBC et
la phase Il I’O-EFBC. Les phases I and II sont menées & volume V non constant et la phase

IIT & volume V constant.

La phase 11 correspond a un mode de fonctionnement a volume V constant ot le débit

de débordement de mousse devient égal au débit d'alimentation. Pendant des phases II et 111,

195



5. Etude de la production en bioréactenr

la vitesse d'agitation augmente progressivement reflétant la demande croissante en oxygeéne
des cellules qui se divisent. La durée de ces phases dépend des valeurs de R(z0). Huit
expériences d'O-EFBC sont réalisées sur une plage de taux d’alimentation allant de 0,008 a
0,086 h™.

5.3.4. MODELISATION ET ASPECTS THEORIQUES

Le modele de croissance doit prendre en compte les phases I et III. Un modele
dynamique basé sur un bilan matiére dans le bioréacteur et dans le collecteur de mousse a été
construit & partir du modele décrit par Bastin and Dochain, 1990. Cette partie a été réalisée en

collaboration avec S. Chenicker et J-Ph. Cassar du Laboratoire LAGIS.

5.3.4.1. EQUATIONS DYNAMIQUES DU MODELE

Le modele proposé est non-linéaire. Toutes les variables sont dépendantes du temps
mais pour plus de lisibilité, cette mention n’est pas précisée lorsque jugée non nécessaire. Le

bilan matiére sur la biomasse et le substrat dans le bioréacteur est donné par :

dvX )
T:lu‘/X_Xautfout avec ﬂ_Ks + S

avs 7
—=—(——+m)VX +S. f -5
dt (YX/S s) ln-fm fout
av

dt _fi f;mt

Ot le taux de croissance spécifique u est donné par I’équation de Monod. Le bilan matiére sur

la biomasse dans le collecteur de mousse est donné par :

dV Xcol —

col

dt - outf out

A ce stade, les parametres du modele relatifs aux caractéristiques physiologiques du

microorganisme sont au nombre de quatre : gy, Ks, ms et Yxys.
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5.3.4.2. RELATION ENTRE LA CONCENTRATION EN BIOMASSE DANS LE BIOREACTEUR ET DANS

LA MOUSSE

Dans une culture en continu sans recyclage de biomasse, la concentration en biomasse
dans I’effluent est identique a celle dans le bioréacteur. Dans le cas d’une culture débordante,
seulement une partie de la biomasse est extraite. Cette concentration en biomasse X,,,, dans la

mousse sortie du bioréacteur est exprimée par la relation linéaire :
X, =aX+p

Avec o et § représentant deux parameétres supplémentaires du modele. Cette relation
implique deux cas de figure : X,,, est proportionnel 2 X (£ = 0) ou X, est indépendant de X
(a = 0). Le premier cas correspond a une culture avec recyclage partiel (Partial Recycling

Fermentation).

5.3.4.3. DESCRIPTION DU DEBIT DE MOUSSE DEBORDANT

Durant la phase 1, le débit de mousse sortant est négligeable, soit :

fou =0 Lhl. Le volume de milieu dans le bioréacteur, V, s’exprime en fonction du

temps et dépend principalement du débit d’alimentation exponentiel f;,.

Durant la phase III, le débit de débordement de mousse devient égal au débit

d'alimentation. Le procédé opére a volume V constant :
fout = ‘f;n

Afin de vérifier ces deux conditions et d’assurer la transition entre les phases II et 111,
une fonction permettant de simuler globalement 1’évolution du débit de mousse débordant est
proposée :

- ¢ 3
Jou =1, v _y avec Cune constant égale 2 10™ L.

lim
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Le volume V stabilisé en phase /] devient égal a :

Vi

lim

-C

5.3.5. STRATEGIE D’ESTIMATION DES PARAMETRES

5.3.5.1 SCHEMA D’OPTIMISATION

L'évaluation de parameétres consiste 4 trouver un ensemble de valeurs appropri€es pour
les parametres du modele en utilisant les données expérimentales disponibles. Selon certains
auteurs, l'identification de parameétres de modéles dynamiques non-linéaires peut étre
appliquée aux cultures de microorganismes (Gao et al., 2005). La qualité de 1’optimisation
dépend de la qualité des données qui est elle-méme affecté par I’'incertitude inhérente a
chaque analyse. Une fonction appelée «fonction objectif » est choisie. Elle reflete les
différences entre les données expérimentales et les sorties du modele. Elle peut se définir
comme la somme des erreurs au carré entre les données expérimentales et les sorties du

modele :

Ng Ng(J)

JO=)> (&= &-&)

j=l =l
0" =Arg mﬁin(J(B))

Avec Ng le nombre d'expériences, Ns (j) le nombre d'échantillons dans l'expérience j, &

2

et € les vecteurs respectifs des valeurs mesurées et simulées, 8 le vecteur des paramétres

e £ N e .,
initiaux et & le vecteur des paramétres optimisés.

Le modele non-linéaire choisi impose un procédé itératif pour 1'évaluation de ses
parametres. Le processus d'optimisation décrit sur la figure 79 proceéde par ajustements

itératifs des valeurs des paramétres, conduisant pas 2 pas la fonction objectif 2 son minimum ;
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Experimental l (1)
data s

Model

Parameters R

Optimisation | Vvalues Simulation
p

Simulated
outputs

Figure 79 : Diagramme d’optimisation du modele

Une fois le minimum de la fonction objectif atteint, les valeurs de paramétres obtenues
sont gardées pour étre employées dans le modele. Les méthodes sans contraintes pour
I'évaluation de paramétre ne prennent pas en compte les informations sur les valeurs limites
de ces parametres (Syed Mustapha et Phillips, 2000). Alternativement, les méthodes avec
contraintes sont soumises a des valeurs limites (Roll ez al., 2005) réduisant de ce fait la taille
du domaine dans lequel la solution optimale est recherchée. Un choix judicieux des valeurs
limites mais aussi des valeurs initiales est donc nécessaire pour atteindre le minimum global
de la fonction objectif. Dans notre cas, les contraintes sur les limites fixées au modele seront
les limites physiologiques. Ainsi, le rendement de croissance sur le substrat, Yy sera examiné
entre 0,19et 045 g g’ et le taux de croissance spécifique maximal, {44, entre 0,30 et 0,40 h'.
Pour notre application, la fonction quadratique objectif est calculée & partir de trois jeux de
données expérimentales. Pour résoudre le probleme d'optimisation non-linéaire avec
contraintes, nous choisissons une méthode basée sur le gradient implémentée dans la fonction
fmincon du logiciel Matlab™, Dans cette fonction, une évaluation du Hessien de la fonction
de Lagrange est calculée a chaque itération. Simulink™ réalise le procédé de simulation. La
programmation sous Matlab™ a été réalisée par S. Chenicker et supervisée par J-Ph Cassar

dans le cadre de la collaboration avec le LAGIS.

5.3.5.2. STRATEGIE D'OPTIMISATION

Les parametres du modele sont au nombre de siX : thnay, Ks, ms, Yxis, @et B Dans nos
expériences, le nombre d'échantillons pour chaque expérience ne permet pas I'évaluation de
tous les parametres imposant la réduction de leur nombre. La culture se rapportant a un

procédé carbone-limitant, les parametres 4 et Ky sont corrélés. Estimer simultanément ces
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deux parametres n’est pas recommandé (Noykova et al., 2002) (Patnaik, 1999). Par
conséquent, K; est fixé 2 0,015 g L™ qui est une valeur proche de 0,010 g L' obtenue pour le
méme substrat et la méme espéce bactérienne (Martinez et al., 1998). Les valeurs limites de la
maintenance m; sont définies selon des valeurs référencées de 0,065
(Monroy et De La Torre, 1996) et de 0,12 g g h'! (Sauer ez al., 1996). Ainsi, I'ensemble des

parametres a estimer a été réduit au sous-ensemble Ky, Yy, et £

5.3.5.3. EVALUATION DE CONCENTRATION EN BIOMASSE DANS LA MOUSSE COLLECTEE

La quantité de biomasse piégée en sortie de bioréacteur dans le collecteur de mousse,
X0, €st mesurée par la technique du poids sec. Cette technique nécessite un volume liquide
V.o, minimum de 10 mL. Par conséquent, la concentration en biomasse dans la mousse X,
n'est disponible qu’au bout d’un certain temps qui dépend du débit de sortie de la mousse f,:.
Dans I’hypothese ot X,,, est constant sur une période de temps [T;, T], il peut &tre estimé

comme suit :
& _ A(VcolXcol )[tl 41
Xout[tl’IZ] - A
(Vcal )[tl £

Avec X, la concentration en biomasse dans le collecteur a un temps ¢ et V., le volume de

mousse liquéfiée dans le collecteur. La valeur de la concentration en biomasse dans le

bioréacteur, X, 2 corréler avec X,,[#,5,] est représenté par la moyenne de X sur la période

[t;, t,]. L'évolution de X,,[%,%,] en fonction de X est représentée sur la figure 80.

8,0
7 60
(=) *
= 4,0 - * y = 0,02x + 2,32
5 & o & -+
<>€ 204 N .
0,0 +—> ;
4,00 6,00 8,00 10,00
X(g L")

Figure 80 : Evolution de la concentration en biomasse dans la mousse collectée X, (g/L) en

fonction de la concentration moyenne en biomasse X (g/L) dans le bioréacteur.
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La figare 80 montre une zone pseudo-constante de X,, dans une gamme de

concentration de X comprise entre 4 et 10 g L' Une régression linéaire permet de déterminer

les valeurs de a et de B. Ainsi, pour une relation du type Xou =X + B, nous déterminons a
= 0,02 et p = 2,32 g L'". La valeur proche de zéro de « indique que la concentration en
biomasse dans la mousse X,,, est indépendante de la concentration en biomasse dans le

bioréacteur X.

5.3.6. PERFORMANCE DE L’EXTRACTION DES LIPOPEPTIDES
Trois O-EFBC ont été opérés a différents taux d’alimentation. Les concentrations
finales en lipopeptides dans le bioréacteur et dans le collecteur de mousse sont données dans

le tableau 28.

Tableau 28 : Concentrations en mycosubtiline et surfactine exprimées (en mg/L') dans le bioréacteur
et le collecteur pour des O-EFBC opérés a différents taux d’alimentation 1/t =0,062, 1/t =0,071 et

1/7=0,086 exprimés en k. ND : non détecté

Collecteur de mousse Bioréacteur

Mycosubtiline ~ Surfactine =~ Mycosubtiline  Surfactine

1/t =0,062 h! 155 10 1 ND
1/t=0,071h" 210 13 2 1
1/7 = 0,086 h* 268 12 2 ND

La mycosubtilline et la surfactine se retrouvent exclusivement dans la mousse

collectée. Le pourcentage d’extraction est proche de 100%.

5.3.7. EVALUATION DES PARAMETRES MODELES
La stratégie d'optimisation décrite au § 5.3.5.2. conduit a I'évaluation du sous-
ensemble de paramétres Un., Yxs, et B Les résultats sont donnés dans le tableau 29 pour

K=0,015 g/L et pour les deux valeurs limites de m, :
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Tableau 29 : Estimation des paramétres du modéle, u*max, Y*X/S, a* and B* déterminé pour Kj

=0,015 g/L
s l‘l;ax Y;/s a ﬂ'

€L) (g

0,065 0,33 0,20 0,000 2,01

0,12 0,30 0,25 0,043 1,70

Pour une valeur de m, égale 2 0,12 g g h'', la valeur estimée de Best égale 2 1,70 g/L
ce qui est une valeur qui s’éloigne de celle de 2,32 g/L. obtenue expérimentalement au §
5.3.5.3. Lorsque m égal 2 0,065 g g h™!, la valeur de B estimé atteint 2,01 g/L. Cette valeur
est plus conforme aux résultats expérimentaux. Dans ce cas, la valeur estimée du £ est nulle
confirmant 12 aussi le résultat expérimental du § 5.3.5.3. Cette valeur nulle rend compte de
I’indépendance entre la concentration en biomasse dans la mousse X, et de la concentration
en biomasse dans le bioréacteur X. La valeur du iy, estimé de 0,33 h! est également trés
proche de la valeur de 0,35 h™' calculée pendant la phase / du processus. En conséquence, une

valeur de mj de 0,065 g g h' a été choisie par la suite pour d'autres simulations.

La valeur de Yy estimée est égale 2 0,20 g g™ ce qui est légérement inférieur 2 ce qui
était prévu apres étude de la bibliographie. En cas de croissance de B. subtilis sur glucose, les
auteurs rapportent généralement des valeurs s'étendant de 0,31 (Lee er al, 1997a)
(Lee et al., 1997b) a 0,46 g g'1 (Sauer et al, 1996). La valeur basse du rendement de
croissance sur glucose est synonyme d’un faible couplage énergétique. L’énergie générée par
le catabolisme du glucose n’est pas utilisée de fagcon optimale pour la croissance. Dans notre
cas, ce phénomene peut s’expliquer par deux facteurs principaux. Premiérement, la
production d’acétate a été observée dans le milieu de culture ce qui représente une perte
énergétique. En effet, le glucose n’est pas catabolisé totalement dans ce cas. Deuxieémement,
la présence d'un substrat comme I'acide glutamique dans le milieu de culture peut mener 2 la
conversion de l'acide pyruvique en acétoine (Keynan et al, 1954) représentant une perte
supplémentaire potentielle d'énergie. Les mesures expérimentales faites précédemment dans

notre laboratoire pendant des cultures discontinues de B. subtilis ATCC 6633 en fioles en
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présence du glucose et d'acide glutamique ont permis le calcul d’une valeur de Yx5=0,22 g g’

proche de cette valeur estimée de 0,20 g g'l.

Les quantités mesurées et estimées de biomasse dans le bioréacteur et dans le
collecteur de mousse sont représentées sur la figure 81 (colonne de gauche). Les valeurs sont
estimées en appliquant la stratégie d'optimisation avec m, = 0,065 g g h™' et Ky = 0,015 g/L.
L'écart type des erreurs résiduelles entre les données expérimentales et les valeurs de sortie du
modele est égal a 0,83 g. Il est & noter que l'erreur était de 1,09 g dans le cas des résultats

simulés avec une m, de 0,12 g g h™! confirmant notre choix d'une m, de 0,065 g g h™'.

30 Blomass quantities (g) Volumes (L)'
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25
20 2.5,
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g.—-»-ﬁ""-‘—‘-_ . . .
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Figure 81 : Valeurs mesurées et simulées (ligne continue) de la quantité de biomasse et du
volume dans le bioréacteur (A) et dans le collecteur de mousse (0), pour trois O-EFBC opérés
a différents taux de dilution 1/7=0,062 (haut), 1/7=0,071 (milieu) and 1/7=0,086 (bas)
exprimés en b, La déviation standard de Uerreur résiduelle est 0,83 g. Ces valeurs sont
simulées en utilisant umax=0,33 b, Yys=0,20 g g”', a=0 and B=2,01 g/L, ms=0,065 g g"' b’
et Ky =0,015 g/L

L'évolution du volume mesuré dans le bioréacteur est représentée sur la figure 81
(colonne de droite). 1l apparait que I’estimation de ce volume au cours du temps est proche

des valeurs mesurées, validant ainsi les deux hypothéses de travail émises au § 5.3.4.3.

5.3.8. CORRELATION ENTRE LE TAUX DE CROISSANCE SPECIFIQUE MOYEN ET LA
PRODUCTIVITE SPECIFIQUE

La simulation de taux de croissance est faite et les courbes d'évolution au cours du

temps sont données pour trois taux d'alimentation différents (figure 82) :
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Figure 82 : Evolution du taux de croissance spécifique u (ligne continue), de la valeur

MOYENne Umean (pointillé) et du taux de dilution 1/t (ligne discontinue) pour trois O-EFBC

opérés a différents taux de dilution 1/7=0,062 (haut), 1/7t=0,071 (milieu) et 1/7=0,086 (bas)

exprimés en Kl Cesvaleurs sont simulées en utilisant Hmax=0,33 5 Yx5=0,20 g g'l, o=0 and

B=2,01 g/L, mg=0,065g g’ b et K =0,015 g/L.
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Durant la phase II du procédé ou le moussage est négligeable, le taux de croissance
spécifique i augmente pour atteindre la valeur limite égale a 1/z. Les résultats représentés sur
la figure 82 confirment que les valeurs moyennes des taux de croissance spécifiques fimean
sont inférieures aux g, pour chaque expérience. Le débordement de mousse apparaissant en
phase IIT induit une augmentation de la pente de la courbe de u puis un dépassement de la
valeur de I/t. Nous démontrons en annexe que la valeur limite du taux de croissance

spécifique est plus grande que I/r. En effet cette valeur est égale a :

/7 4 myg

Mim B 1_ Xout Sin - 1
YX/SSin Xout YX/S

N

Le modele a été extrapolé a cinq expériences additionnelles menées a des taux
d’alimentation de 0,008, 0,022, 0,040, 0,042 et 0,062 h™'. Des simulations sur les quantités de
biomasse dans le bioréacteur et dans le collecteur de mousse ont été effectuées et 1'écart-type
des erreurs résiduelles était dans la gamme [1,09 g, 1,43 g]. Ces résultats ont permis ensuite
de calculer des taux de croissance spécifique moyens qui ont été corrélées avec la productivité

spécifique en mycosubtiline (figure 83).

-1
Fmean (M) Productivity (g g™* h'™")
0.1 : : ‘ , 1 14 i .
&
1.2
0.08}
1.
0.06; 1 0.8
A ” -
0.04 : ] 06, =
0.4
0.02 A 1
02} ,
% 002 o004 006 008 o0. 0 002 004 006 008
Feed rate (h'1) P mean ()

Figure 83 : Taux de croissance spécifique moyen U, en fonction du taux de dilution
exprimés en b’ (gauche). Productivité spécifique en mycosubtiline, expriméee en mg de
mycosubtiline g ™, en fonction du taux de croissance spécifique moyen [ yeq, exprimé en b’

(droite).
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La figure 83 (c6té gauche) montre que la valeur moyenne du taux de croissance spécifique est
une fonction linéaire du taux d'alimentation. La figure 83 (c6té droit) de la phase III présente
la productivité spécifique en mycosubtiline gp en fonction des valeurs moyennes du taux de
croissance spécifique .., Elle montre que, dans la gamme des taux d'alimentation
employée, la productivité peut &tre approchée grice i une relation linéaire avec le taux de
croissance spécifique moyen. Par conséquent, la productivité spécifique maximum en
mycosubtiline correspond au taux de croissance maximum. La productivité spécifique en
mycosubtiline est maximale pour le taux d'alimentation de 0,086 h™. Elle atteint une valeur de

1,27 mg de mycosubtiline. g'1 de biomasse.h™.

5.3.9. EN BREF
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5.3.10. VALORISATION DES RESULTATS

Les résultats présentés dans le § 5.3. ont été€ obtenus conjointement par ProBioGEM et le
LAGIS dans le cadre d’une collaboration. Ils ont fait I’objet d’un article publié dans le
«Journal of Biotechnology » en 2007.

5.4. PROCEDE DEBORDANT SEMI-DISCONTINU ALIMENTE LINEAIREMENT (O-FBC)

Basée sur une procédure de travail similaire & I’O-EFBC, une stratégie d’alimentation
a débit constant est testée afin de se rapprocher d’un fonctionnement a recyclage partiel

classique (figure 84).

Les cellules sont cultivées 17 h dans une culture en mode discontinu en phase I. La
vitesse d'agitation augmente progressivement pour maintenir le taux d'oxygéne dissous au-
dessus de 15 % de la concentration de saturation jusqu'a ce que la source principale de
carbone ait été épuisée. Dans la phase /, Ie volume V de milieu dans le bioréacteur diminue de
facon dramatique en raison du débordement de mousse dfi 4 la production constitutive du

mycosubtiline. En effet, plus de 90 % du volume de culture déborde durant cette phase.

Dans la phase II, appelée phase transitoire, le bioréacteur est dans un premier temps
alimenté a raison de 270 ml/h de sorte a retrouver plus rapidement le volume V de
stabilisation de la phase IIl. Dans un deuxi¢me temps, le débit est fixé a la valeur de 150

mL/h.

La phase /Il correspond a un mode de fonctionnement a volume V constant égal 2 3 L
ou le débit de débordement de mousse devient égal au débit d'alimentation. Durant cette
phase, le débit d’alimentation f;, est conservé égal a 150 mL/h et correspond 4 un taux de

dilution D de 0,050 h™,
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Figure 84 : (A) Evolution du volume V dans le bioréacteur (—e—), du volume Vcol dans le
collecteur de mousse (— A—) et du volume d’alimentation cumulé (—). La phase I représente
la phase discontinue, la phase II la phase transitoire de I’O-FBC et la phase Il la phase a
volume V constant. Les phases I et Il sont menées a volume V non constant. (B). Evolution de
la vitesse d’agitation et du pourcentage de saturation en oxygene dissous durant une culture
débordante de B. subtilis BBG100 menée a 30°C, pH=6,5 et a un taux de dilution 1/7=0,050
h'.

L’évolution du pH dans le bioréacteur représentée sur la figure 85 permet de vérifier
que la régulation s’effectue correctement a la valeur de consigne de 6,5 u.pH. Dans le

collecteur de mousses, nous observons une légere diminution au cours du temps jusqu’a une
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valeur de 6,3 u.pH. Cette variation de pH est limitée griace au refroidissement du collecteur
par des poches de gel eutectique qui sont renouvelées par tranche de 12 h. Ce refroidissement
est nécessaire pour stopper la croissance anarchique des microorganismes entrainés par la

mousse et par conséquent pour la bonne conservation de la mycosubtiline produite.

12 - 18
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~— PH bioréacteur

DO 600 nm (u.DO)
»
()]
pH (u.pH)

0 T T T T T 4
42 47 52 57 62 67 72
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12 4 +8 —&— DO Collecteur
-fe~ pH collecteur

o 91 17
Q
E 6] 163
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o 3 5

0 r . T T v 4

42 47 52 5 62 67 72
Age (h)
Figure 85 : Evolution de la DO 600 nm (- ¢-) et du pH (- A-) dans le bioréacteur (haut) et le

collecteur de mousse (bas) durant la phase III d’une culture débordante de B. subtilis

BBG100 menée a 30°C, pH=6,5 et a un taux de dilution 1/7=0,050 I

L’évolution de la biomasse dans le bioréacteur et dans le collecteur est quasi-constante
entre 42 et 66 h. Elle avoisine 5,0 DO dans le bioréacteur et 1,2 DO dans le collecteur. Ce
résultat se rapproche du résultat escompté dans le cadre d’un procédé opéré a volume
constant, & alimentation constante et ot le recyclage est dit « partiel » (figure 86). Ce type de

procédé permet de maintenir le taux de croissance spécifique y constant lorsque le systéme est
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a I’équilibre. Ce dernier est obtenu lorsque la concentration en biomasse est constante dans le

bioréacteur.

Retour
biomasse

Unité
V=cte Sfiltration

'
| ’

B

Figure 86 : Diagramme d’une culture continue a recyclage partiel. Fi, = B + F;

Dans le cas de I’O-FBC, B = 0,24.F;,, soit 36 mL/h. Dans I’hypothése ot I’O-FBC se
rapporte a une culture continue a recyclage partiel, le taux de croissance spécifique du

microorganisme est égal a u = B/V, soit 0,012 h'.

La productivité spécifique gp en mycosubtiline mesurée durant la phase III est
d’environ 0,20 g. g'l.h'l. Cette productivité est obtenue pour une valeur du taux de dilution de
0,050 h'' correspondant 2 un taux de croissance spécifique de 0,012 h. Comparée a la
productivité spécifique obtenue 2 taux de croissance spécifique de 0,012 h™ en O-EFBC, soit

0,35 mg de mycosubtiline.g.h™, cette productivité est inférieure.

5.5. CONCLUSION

L’efficacité des antimousses a été montrée pour limiter la formation de la mousse
générée par la mycosubtiline mais le dosage des lipopeptides présente des difficultés réelles
en présence de ces antimousses. Dans ce contexte, la mise au point d’un procédé permettant
de transformer le probléme du moussage en un avantage a permis I’extraction en continu de la
mycosubtiline avec un pourcentage d’extraction proche de 100%. Grace a ce procédé, appellé
O-EFBC, une productivité spécifique de 1,27 de mycosubtiline g" de biomasse h™' obtenue

avec le taux d'alimentation de 0,086 h™' a été obtenue. Cette valeur est meilleure que n'importe
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quelle autre productivité déterminée dans des cultures en mode discontinu de B. subtilis
BBG100. Le procédé O-FBC présente quant a lui ’avantage de pouvoir étre prolongé dans le
temps puisqu’il se rattache a un procédé continu a recyclage partiel. La productivité en
mycosubtiline obtenue avec ce procédé est cependant plus faible que celle obtenue avec I'O-

EFBC.
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6. CONCLUSION

La mycosubtiline est connue pour étre le lipopeptide iturinique au pouvoir
antifongique le plus important. Cette famille de composé se décline au travers d’une multitude
d’homologues (longueur de la chaine hydrocarbonée et type d’acide aminé constitutif) et
d’isomeres (n-, iso ou anteiso). La premiere étape du travail présenté dans la thése a confirmé
le large spectre d’action antifongique et mis en évidence les différences d’activité des
multiples isoformes. Cette étude a montré que la longueur de la chaine carbonée de I’acyl
n’est pas le seul paramétre impliqué dans I’activité antifiongique des iturines. Une étude sur
I’effet de la longueur de la chalne et de ’isomérie des iturines A avait en effet montré que
I’activité antifongique était d’autant plus élevée que la chaine était longue (Hbid, 1996). Nos
résultats sont originaux puisqu’ils montrent que I’isomérie de la mycosubtiline joue un réle
trés important dans le pouvoir antifongique : I’isoforme anteisoC-17 présente une CMI de 8
uM vis-a-vis de B. cinerea alors que I’isoforme isoC-17 présente seulement une CMI de 26

uM.

Comme nous 1’avons vu dans I’introduction bibliographique, peu de résultats ont été
obtenus par le passé concernant la biosynthése de lipopeptides par la souche ATCC 6633,
probablement en raison des faibles niveaux de production de lipopeptides obtenues jusque-la
par les différents auteurs. L’étude de paramétres de culture réalisée dans la thése a permis de
mieux appréhender la complexité de la physiologie de B. subtilis ATCC 6633. Un ensemble
de conditions environnementales, permettant a la fois [’obtention quantitative de
mycosubtilines et sélective de mycosubtiline anteisoC-17, a été défini. Le choix du milieu de
Landy a dans un premier temps permis de favoriser la synth¢se des mycosubtilines par rapport
a celle des surfactines. Puis I’étude de l'effet du pH a montré que la production de
mycosubtiline pouvait €tre augmentée en utilisant du milieu de Landy tamponné par du
MOPS 100 mM a pH 7.0. L’étude originale réalisée en fioles RAMOS de I’effet du transfert
d’oxygéne a ensuite permis de montrer 1’importance de ce parametre pour la productivité de

la synthése de mycosubtiline.
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1’étude des conditions de culture a par la suite montré qu’en présence d’isoleucine, la
production de mycosubtiline par ATCC 6633 et une souche dérivée, surproductrice
constitutive de mycosubtiline, appelée BBG100, pouvait &tre orientée vers I'isoforme la plus
active, I’isoforme anteisoC-17, sans perte de productivité. Il a été récemment démontré que
I’activation de 1’acyl puis le chargement de I’acyl-adénylate par le domaine AL de la
mycosubtiline synthétase n’était pas spécifique de la longueur de se chaine carbonée, lorsque
celle-ci est comprise entre C-10 et C-16 (Hansen et al., 2007). Si ’on se réfere a ces travaux
récents, I’orientation de la synthése de mycosubtiline vers I’isoforme anteisoC-17 obtenue en
présence d’isoleucine pourrait €tre liée a4 ’augmentation du pool d’acides gras branché

anteiso, impliquant par conséquent le métabolisme central de B. subtilis et ses régulations.

Les régulations métaboliques intervenant chez un microorganisme producteur de
mycosubtiline n’avait jamais ét€ étudié jusque 14 en transcriptomique. Seuls Duitman et al.
(2007) ont mis en évidence, récemment, le rle du régulateur de la transcription AbrB dans
ces mécanismes. En effet, un mutant de B. subtilis ATCC 6633 AabrB a permis d’augmenter
par un facteur 5 I’expression du géne myc codant pour la mycosubtiline synthétase. Notre
travail a consisté a analyser de fagon globale la réponse transcriptomique de B. subtilis ATCC
6633 dans des conditions de culture permettant d’étudier I’aspect sélectivité de la biosynthése
de mycosubtiline et garantissant un niveau de productivité suffisant pour faciliter 1’analyse.
Ce dernier aspect a pu &tre obtenu en utilisant la souche BBG100 surproductrice constitutive
de mycosubtiline. Cette étude a permis de mettre en évidence chez B. subtilis BBG100 une
cinquantaine de génes régulés, parmi lesquels abrB, lors de cultures réalisées en présence

d’isoleucine.

Les hypothéses sur les mécanismes de régulation de la fourniture en précurseurs
branchés chez B. subtilis ont rendu compte de la complexité des phénomenes en jeu. Le géne
ybgE, dont la répression en présence d’isoleucine aurait pour effet de limiter la synthese des
acides aminés branchés tels que la valine ou la leucine, pourrait aussi limiter le pool d’acide
gras branchés de type iso au profit d’acide gras branchés anteiso. Afin d’assurer la prise en
charge des acides aminés branchés par la machinerie ribosomale, la cellule a contre-balancé

I’effet de ybgE en sur-exprimant leuS, bfmBAA ainsi que 1’opéron ilvBNCleuABCD.
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Nos travaux suggérent un réle du répresseur pléiotropique de la transcription CodY
dans la régulation de ce mécanisme d’obtention du phénotype [mycosubtiline anteisoC-
17"**]. L’analyse de cette régulation est rendue plus complexe encore par I'implication du
tandem de régulateurs AbrB/ComK. De plus, nous avons montré que les génes cspB et cspC
codant pour des protéines de choc thermique froid, réprimés de fagon tardive en présence
d’isoleucine, pourraient eux aussi étre impliqué dans I’augmentation du pool d’acides gras
branchés anteiso. Des expériences en fioles RAMOS ont montré que la souche B. subtilis
ATCC 6633 semblait pouvoir résister & un choc froid. Un mécanisme encore inconnu
permettrait donc d’augmenter la formation d’acides gras branchés de type anteiso nécessaire a
I’adaptation au froid. L’apport d’isoleucine se substituant & ce mécanisme aurait pour effet de
réprimer les csp rendant compte par conséquent de la participation des csp & ce mécanisme de
régulation. Ce mécanisme qui favoriserait la formation d’acides gras branchés de type anteiso
pourrait par la suite étre provoqué en sur-exprimant chez ATCC 6633 les genes csp, ce qui

permettrait de retirer I’isoleucine du milieu de culture en vue d’une éventuelle

industrialisation.

N

Compte tenu des difficultés a extraire les lipopeptides a partir d’un mofit de
fermentation (Isa et al., 2007), la mise au point d’un procédé en bioréacteur permettant
d’extraire en continu la mycosubtiline a été réalisée. Ce procédé, appelé O-EFBC, a permis
I’extraction en continu de la mycosubtiline avec un pourcentage d’extraction proche de 100%
et ’obtention d’une productivité spécifique de 1,27 de mycosubtiline g' de biomasse h.
Cette valeur est meilleure que n'importe quelle autre productivité en mycosubtiline
déterminée dans des cultures en bioréacteur avec B. subtilis. Afin d’améliorer encore cette,
productivité, en vue d’une éventuelle industrialisation, une étude favorisant le moussage, en
utilisant des mobiles d’agitation différents des turbines de Rushton, pourrait &tre envisagée.
Elle permettrait notamment d’augmenter les taux de dilution appliqués au volume réactionnel.
La perspective de développement et de modélisation du procédé O-FBC, qui se référe a un
procédé avec recyclage partiel de la biomasse, permettrait de produire la mycosubtiline en

continu.
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ANNEXES

Annexe 1: Les résultats de comparaison des productions de mycosubtiline entre
B. subtilis ATCC 6633 et BBG100 réalisées en fioles d’Erlenmeyer et en bioréacteur
présentés au § 5.2. ont été intégrés a un ensemble plus large de résultats obtenus au
laboratoire ProBioGEM et ont fait I’objet d’un article publié dans le journal « Applied and

Environmental Microbiology » en aofit 2005.

Annexe 2: Les résultats présentés dans le § 5.3. concerant la mise au point du
procédé O-EFBC et obtenus dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire LAGIS ont

fait I’objet d’un article publié€ dans le «Journal of Biotechnology » en aoiit 2007.

Annexe 3: Les résultats présentés dans le § 3.7.4. concernant I’effet du transfert
d’oxygeéne sur la production de mycosubtiline par ATCC 6633 et obtenus conjointement par
le laboratoire ProBioGEM et le laboratoire de Génie Biochimique du RWTH a
Aix-la-Chapelle, en Allemagne, ont fait I’objet d’un article soumis en septembre 2007 dans le

«Journal of Biotechnology ».

Annexe 4: L’effet de la température sur la production de mycosubtiline chez
B. subtilis ATCC 6633 présenté au § 4.4. a ét€ intégré a un ensemble de résultats obtenus au
laboratoire ProBioGEM et a fait I’objet d’un article soumis dans le journal « Research in

Microbiology » en novembre 2007.

Annexe 5: Le processus de traitement des données avec le logiciel Midas de 1’expérience

présentée au § 4.3.1.1. est détaillé dans cette annexe.
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s K7 sddunts ave sommirized in Tabde 3 Howeser, M5
peaks sheswing higher mzesity weee derected i the ameact
Froan BBCAG

* srgnal 31 ety TS 34 oorresponded 1o the
i wyeosubtifin, wnd, wor
e sestingly, thu was a sxgﬂ al atn = 1ERT 5 wehich conld w
b attribued o known as of sorfactin o sypesebilin,
Bivdugival scrfvities. BRGIN and the wild tpe wers com-
pared for their autagomlsniv propertion sguinst 3 wite range ol
ipcrsrganmans. Supernatanms from both strsing did v larhibiis
the wowath of Brsduis chesordsod, E. ool ard Paradimmimis
aspgmncss evey after 1Et~£01ﬂ sedeitatisn, When wged on
Maeomas i'r{{‘\“:«“;, } . e PeO Sopmarnts geeraied

aior very shimitar for the two Brams. Typically, scktification of
rhwe o vweas cbseried during the exdy sxgusential growh
phasz, sad bl widification was dee o e production of
g anic ackds foom glunose. This was folfowed by & aeutsaliza-
i stepe during the second groswtl phase sehated e on-
suanptbon of these scids and by 2 dight dbsfinization doe tw the
wse of glutarmic ackd 8 ¢ carbon soures by the cells {daca nor
sheewedy, B ks chos likely thar BBGIOO had 3 plivsiclogicd be-
bawior similar v that of the wild o,

Anabysiz of Hpopeptide prodpction duting the fiem £ 8 of
growmih i the bicesaccr revealed warly smthesis of mycosub-
tilie by BROGIG (Fre 2). Sygniflcant auonnts of wresosabtitia
were produesd sl 4 b of incabarion ehen the cells zitend
thie 2aponaons] geosth phase. Despive & suniler iownsass leved,
sppecsutnilin predaction by the wild frpe was not observed
duwing the st 8 b, s supectad siis the Tisiy of wch
componnds i kaown o occur only a1 e beguning of the
stationary phase.

Bt 4 laser desony aizatkm—yime of fight
Tres PRty } aof 4 ¥ s atlowed
irentificaticn oif saveral homunlg aes of surfacting and e
subtition prodisd by both srains (Fig. 31 Signals atnbanad o
gentsenated forins of wivonsutailin sed sedacrin snd die Ba
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simiar peoweh 4 womes thal commpletely dis j
wpi fpeatmipat with proteas: twpe XEV, which mqunluz«&
bawteriocin-dike setivities, By comrast, BBO1O0 coloee sope -
watant nduced geowds dohibition ones significaly bages than
i bserwed for the wild-ypse supernatan whien it was
mated againg three phivopathogenk fongl, Bowwis chaenie,
Fustwrinm saysporem, a0d P, aphamadamsaten, and teo wasts
Bickaiv pasioris il 5 oovenistive {Tabds 43, Proteas rpaatmeii
o the sug ts shightly raduned the antifungal activity
against P spdendidoraine.

Seril ditations of coliurs spematacss feom both seeains
ware tested indepeodently B thels dabibitury affects on the
gromth of 5 covviriae An slghefold-bighee difwiion of the
BBGHN sopervatant than of the wibd-type sopeenatam was
fevessary 1 ohain the MIC of s m!t\iﬂm In toth cases, this
WA ww dutwrmiond 1o be & pg mil~t. The dats confirmed that
il FITHILNINHC B Hmvfl‘? yeast of boad supematane wag
exsentially due 1o oy

When vested for lyhe activiny on Wood aerpasles, the -
pernatant fap BECG0 wldaj grwater hemolytie arens 1an
e supesmatant of the wild type (Fig 4).

Protestiva Peebrivarns 0} df of st sepdlings,
Bincontred assays were axdovred vmh the waaienPubien
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parhozystent o coampare the ataliny of wild-cype. stradn AT
5533 with thar of BECGHR For readucing seedliog inbacrion, As
shtoown bn Fabde 5, pestrenrnnent sl tinato seeds with vegatarbs
gty of che witd-vepe steadn falled o have any prowective affecs
bt appeared 1 Yo conducie o disase devalopment. Hivee
sy, inoculaton with the lipopeptide-overpusdncing deviva-
Hve poe 1o plaming led © d seedfing thak
war consistently cbsersed o fonr independent experiments,
white stong diffesences wen: cbsersed in dimase vidence.
Whather they wite previoasly fnocalated with the wikd-type,
with chie BBOWE s, or with no strain (el oontrely, the
penninativn retes of seeds in e shsence of pathogan 91 a0
wary signifioandy and wer 0 st cases berwery B0% and
S (Table 53 The protive efieor of BRG1O sas aso
ilustrared by an dacmase i the size and wiger of somerging
plantlers compared 10 e Size and vigor of disegssad controls o
phamts focaiated with the wid trps i Fig 5 T oo segaresen
wirhe expaeine, the mean valos for the fresh weight of -
diviluat plants {aerial pat, barvested after 18 days of incpba-

TABLE 5. Caloulorsd sass wolues of BB B4 Ma®, and B+
e covesprading to identified b dagues of surdacting wod
nrpessabkiling i calvare maraos from 8, sebdidly AT 6632 and the
BEBGA0 weerproducing deviative

3. Matin-asasted bser devorption kakation..dims of fight specivs of Bpopeptides produced by 8. nabditis AT 6533 {40 and BEG IR

Bsen valig

Lipwpeprice

ReHa” [

Surfactin £,y
Burfactin g
Burfortin £y

Tpcosabrtitin Ly
(;I 13

Iebyoomubili
Myncsabtiin
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wrgasn

e
5
z

B

ton | was significantly greamer following seed trestenest with
the B0 steadn (1072 windaaty than & was for nonbadteciand
plants (031 gpkant) o for plants inocolsmed wide wild-mps
sueain ATCC 6883 (1023 gipdanr),

ERLSC Ly

b ahids wonk, we. feplaced the navive proener of the mye-
sbibn operon of B osadifin ATOD 80030 by o conmitative
promotsr whivh governs the rephication gene supll frown X
gy plasind pUBLEY This led o isdation of the BBGI0
derivarive, which hed & 1540l © g i e svcosublilio

production save, The Fy ., profcke was previously repurted

THELE 4 el thitd ity of sup shbsined
from gromth of the AT X wiid-type wiraits and

Gerivative

thi BBG
ARG Aty
i 3
Lpsle WHE e Sran BECGLE
i Bruinsgs " P
Furpristiza s Bugernatg At
E daysrthons
E ool - - - -
P. awragioas - - - -
M ok RN - gk -
B ooweras A o f FRENS ey
df i & &
B2 o - s +
- - 4 e
g f o b ke f

Tl ety o Uhy snregantni o0 ity was med an itk basks of the doe of
groath Rhibkion aones trom The welk in which upemotant wmples woon de.
posiiod w ihe adgx of Lhe spresiing Tungll mpoolinm of oofl ondugy, —, g
i, Dl S A e, 5 b T g e, B A v, 18 SR OF dbine,
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af 5 5 ok
o the wikd-type arsin o Landy wredinm £5f o 4 53 e S pot and of
strofin BEMGUEY in Landy rowelinm 1 o 563 mediv (93

B & Hemolyii: soeiiii

aftar gaoath

o eabanee the Moswnthess of tosin A, annther amifongsd
Hpepeptide strocturally very similer 1o mycosibeilin, by atom
thessfold in 8 gededie RIS 350

Wihen vested sgadnst differom hocteeis, woases, aod fong, the
supemgtsnt of the witd-rype grsin showed very good sntagn-
mistic activiy only sgoist 31 S This activiey, which was
also detentad with e of the mdified surain, com-
prletely gy L wAth peotesse. Thos,
the antibiotic sctiviey oould be autbuied 10 some protease-
sedpsithee compoumds, ks sabadlin and subtilosin, kuows to be
prodoced by ol sesdn (21, 3% The very weak amifungl
autiviey displayed by the vﬂl&rg‘p» senin suggested thst ihizos
ticins and mycosubeilin ae prstoced in very small amounis
The shight seduetivn in aulagoeistic acthiny agoins £ geduni-
dermavinmn chseres] abver protsslyte teannest could have w-
sittted froo aming acids cr oligopet des Hibe sared by the teai-
mat and baown w oegtradive the biddogical sciivicy of
rllgonticin {19 By contes, B aovwernsd mpomombibin
Ll i brarly enhanced
Pongitoxic sctivities, shiowing that this lipopeptade plays a ceo-
cial e i the antagonisen developad by the

When apphied t seeds o mied with o ke B sbile
siradng ware peportad 10 pRCIle Crop protectiog festly due
direwr contenl of soifboroe prliogsas thegh efficka produc
ton of warinws foogitomic mescabotings (3, 28 32 By e of the
Ay aphesidermanen pathosesiam, s 2ode dewom-
steaked that owerproduction of myoosnbtitin v B edelis

TABLE 5. Efecy of stesin AT 555 sud of the overpeodusing
Serparie BEGIW on the redudion of dampm&«i of Weisis plants
vaased by B apbaeidomanien”

AL Beermons BromioL.

FEG 5. Flanthers chigined frow conds oosaed wither with sibidepe
£ el elnin AT 6633 {40, with the wEngsuba wmpmam
derivative BRGIOD (B, or with wewer (00 (s compdl in
apdiprridernium-inbared voll 13 dave sfter soving.

AFCC 8833 muay confer seume tocomtel potential 5 a srain
i does oot aetosally peotect plagts. Bassd on rhe mesn
walues caboidared from pooled data, the gemination raw of
seads tedted with the avosibaitio overpeaducy w3
greater than that of conteol seeds and J8% mrester thao thar of
seeds treated with o wild pe As vonaibeilin displays
seeonyg antifungal aotivicy B viows agalist B apbomidomsiinne it
ostwdous that 1he 15-Fulihighes rate of in viteo production of
theds comnpaand & iedved o the pre et dewelopad i
siver by the ot i steain, Early and higher production of the
fipopeptides probabdy enbasces the badogleal s8s of the
seam by wnediatly redociog plast pathnges geosth, Fhe
b plaed by these modeostles & weiodinroed by che Taot thn
o pogsible bhomated mechansms ae seaningy oot m-
wolved. For aounple, some B sebalis straing wete mpored 10
radnoy divease incidence indivscdy by rriggedng systemii ne-
gstapee in dhe plant {23). We performed sone expetiments
withy fomaross pesitocubined 3 the vt lovel with sither wild-
Trpes sivain ATCK G632 v the syecenbiilinverprodosiag de-
bedore dlislis with the parho B, caaer on
feawes. This protedurs & ased 10 revas] disease supprassion
dug 1o inducticn of esigans dn the hosi plant by bacteria,
Hroswever, e of the seraine had 5 proseetisr effecr vk
thesie conditings, showing that they do oot bive suy plant
restsiapce-tndnoing sty olate ton shown . b the saes Hoe,
stekzter oouled alse probatbly pog
te vesd o anplain the begeficisl st of the nmxxab(dm
ovarpadocern The size and sbusness of plants oniaed
with the mdified seroin were prestar than the sie and robsi-
sers of disewe oonnds and wers vy shinilar 1o the size and
robigsiness of wiireatsd conesls when they were grown o g
ol ot indesied with the parhogen (data non shown). o was
irast i s o rproducing detivat e, wild- g sty AT
GB33 i noe Daee any peotssibee effeor on pomes seedlings,
. steain ATCC 6833 evian appeared 1o be rondicive

Troamnt Hengling eme et (%)
Pathogen Bavtepinm Bapa 1 Brpr 2 EapL 3 B & St
- HE¥ 24 HI»
- WL a9 W
- HLi a2 jing
+ 23 & #
+ 31 = %
+ 53 54 M

TR ke soniy e used dor cach tossunent o every sxpariment, i
thie munher of braliy plastles wo coumand 12 days ater planing.
1L, w0t S
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o e diseass. Howover, wheo grown io the absaes of patby-
e, vomay plasthss moolated with the wild type wore sien-
tar ko the. comteol plosbs, segeestiog thal the strain did aul have
a0y phwpiseomic effeos gey s,

Wass spec byses of sop fromn B, by
ATCE w633 and BRGWO sovealent the presence of oo miain
sdlecabar oy copspyprading 1o the homolsgoes aosubte
Ty with £, o O fatry acd chisins, These bompdngoes s




Won. 71, 3RS

sensidered to be more bicdogically acthe (b the Huring,
which havs shoeter bcdeocamon sikds chiadins (0 and ) (113
T dvas Doens shewsen that fongioriciny moreasss with the aoimber
of carbon awsees 10 the Tatty add ehaing Le, O bomedngves
wre 20ofoied mawse actier B the O, forms This was asn
shownr by the sl e b vt antagosiaic s kie
BB wadd the to witeo anragositic sovioy of other Reoils
steadies that prodics Larger aumands sof iseioic somposads with
shverer Sty seid ctaing ¢1
T cwarpoduntion ot myunutztﬂm ey thie BB dertes-
thve wan also oo e chas i the pathem
of lpopepiides. Interestiogly, 4 swm at ey 11327 weas chearty
hassesd. The pronding somgeand i probably stroctie-
ally dimlar W dteans save s appesrance Bolbowed e porilt-
waien of wwosebtiling o sdditivo, it showld soreespoad 10 4
K> vt shove MBS MS analesis did vt wesal say fragmen-
tati {dita, new shewen), Basiioanmdn ¥ with 2 €7, fany acid
chasn ix the sole forn fom ther oould cormespond 10 this
aydecnlay w;gm Hesmeper. 8 stople Jsertion of the tew pro-
HEREE WIS 0 1he agpesutilin op T, vves-
expresion of becitiomcin ,‘fnmel‘w i obwipesty oo in-
wided, Thas sagial could thes be attrbored 10 8 wodified
vapvesabditin with it 3 O, Falry acad chua or & peprids
ety contaidng a The stead of o Ser In both coses, this
medecule mpresents & new fomm of woeosubiilin. Indeed, sach
& keng Farey acid chadn was ar wnorsietersd in Rurdadiks
Hppepiides, and smino acd sesidie replacement e never
tean deronstrated with iwein desbeatiees, However the s
phenomensn iy sooae, 35 Sowa in the case of e momdbo-
swxnal surfoctin syvatherase which posesses adenylaticn dio-
v able vo activare differcar andan sud residoes with stin-
Hat side chaies (18 Siedlady, the nwoobactin syihstase
contags an sdenylation domsin that may moognize bath -
st and 1-Eheeonine (6. Soch bow speciiivity conld this sl
be sbserved fn myeosabiilin wenihetase. Further steactned o
yestigations are bedog perlompsd o condiem this bypodiesis.
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Ths wek 4% febabed o 1he ser-up of ivarflowing expoaential fad-baich culbures ) O-EFDC derived Prom Carton died BE
e prductiag of mwr enhmua a4 ARHIROES! Bpopepeids bl ging fo s tucn Bmily, O-EFBC permies e coiancus smoval oF 1 product
Troen: e b I exirocticn of uneeosubiiling This poper gk provides » dyeamicst Mensd-hased growtl saodel of this
peccess thal ks soctinsle m.,eugh m Shenmtsine e oW iGN of e Specitic prosvls e a1 conelite i T fhe Trycosatiilin spectis proamctivily. Two
prrticuilas sl &Wndzm prenosns relsied i e Bam eerfow see Renets seeonak by e aodel; e cutgoing flovk cabs of a B0t wolom and
ihe ko of b ¥, 10 ¥ 10 Ehe Bodim s Totind 6 b Joower Ehan thie Do ceanateaiis in the binrsactcy
whating G process o tecycling one. Farasneders of this model ane e growth vidkd on subsirate and b ma ool spociita growth e estmabed
fiot expeckinents 1o g foel rabes of GUORZ, D7 1 and Q086 B LTS feadel wes entnapoladel b B adklilionsl enpartmants carded ook af fesl
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iadly fed-baich cubbare: Parsneies entificanon

t. Ipteduction

Bouiilan subeily producss bioactive: lpopeptides such as
iqurin, surfactin (Bommatin et ab., 20085 md feagycin Schneider
et al., P89 with high potential in Wotechneslogical smad phiar-
maceutical spph A bt of'd has focnssed on their
sarEmie-active properties sinoe they amm recently oomidered ag an
abrerteative b chewnbon] surfactants: By additicon. mwlecales tike
mycosubtibing o menber of e Tamily, sheow o high potentiad
as an antifung sl (MagetEiana and Paypouz, 1954 4 main difti-
sulty during the production process sf lipepeptide Moserfacioms
i serabed mndd stivied bidréavices Hesin the high Eaming proper-
ties of ese sorface-active compeumids. They case tw mazsive
overfiow, out of the Blewescior, of the smlturs broth cobtaining

¥ ¢aprenpevdding sutbor Tel: 413 Y 28 T8 7400 o +33 3 28 76 74 0L
il velidenss. pran-sshayien gorrdh podwech il B {18 Gursl
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cellz. The use of chimdcal antifoams is limited becaose of their
inftuence on the oxygen transfer rte and thedr offect on the
v phivsislogy (Les and Kim, 3004, The foam overfiow
was usad by differsmt authors to snsare the recovsery of aurfactin
froam B sadsidis oubtare brth o a coblector gt ofal., 1981
ravis el al., 2001}

e this work, a process wos developed to extrant lpapep-
tide bivearfatants like mysosubtilin and sufacddn using the
fomming properties of these producis. Ingiead of wying o
avedd the foaming phermarerots, the broth foaming capscity
was increased by using o loaded sudfoce tmpeller and the
foum was collcted in oantinooos in o collestor, A Fexding
stategy wis applied in refersnce 1o the corbeon-limited expo-
nentind fed-batch cubture (EFBC) prases] with a given foed
rabe s Teference parambeter. Fo the range of the low fead flow
rates that were used, the fow rates of te werflowing Eam
apd of the fesd were egual and the beath volume was then
kapt constant in 9w blovescton: This process s oalled, in the
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Monwnchtuee
Jin fooding How rate i1 b~
Jout wwverflowing Ao rase (E 0y

Ky sanaration constnt (g 14 »

e enabrderaee o fficient (g2~ ! h""‘)

5 substyate concentration in the bioreacion (g [
Fin swhsirate corcentration in the feed 2 L1

s subetrate coteentrativns in the Worescior at the

foed teginning (gLt
¥ weltne of cultate msdiam in e tdereaier (L)

oo woltne of cultre. mediung e e collacies (L
(™ maximeal volume of cubivre medivm imposed by
the impreller pogivion (13

Yo wilne of the wverflow foaraing ()

a vedipme of culture mediaen a8 e feed heginning
]

X by conceTation in the bitreactsr (g L1y

KXot bicamass conoentrticd in the mllector (g 11

Kom Dicanass concentratics in the Foar g L“‘)

Ao Teornass somcentration in the bicrencton at e foad
beginning i L"j

¥is actual grometh vield on substrate (p g™ by

‘-{“’5" growth vield on substite g g“' i

Cireek sysdwils

4] eneffictart of B linearmodel of bicemass copoen-
ke o the foom

2 coeffcient of the lnear medslof tom ass congen-
trathon o the. foan |,gL“[’s

1 spacific grossth rake b -1y

e TOERIOED specific goowth rabe ity

4 e constme of the exponential feed Tate ()

pest of B puper, overflowing expoaentially fedshateh culture
-EFRC

Simwe the procesy apedates with o consiant vodsme, i could
be pelated to continusas culivees, For these o ilures, the blomass
conoeitTation I effluent Bow is equoel o omass cmcentration
i the bisrescloa, Anatyais of bivanggs oesntraion i the foan
ovllevhor dlearly shoows thal 18 a0t the vase Tor the CREFBAC.
Uty a part of the bicanass isesmscted from the foaio following a
linesw pedaticnship. Wiatewey He pelaicnship: berween biornass
conceiration in foatm and in bloegactor, sinze the fxmoer 15 loovar
than the. latter, e C-EFBC bepefits from the ndvantage of the
imerease of e Modmass odppepration in the biveeactor. This pge-
cassooubd be thus considered as areoycling e (Meintyre st al.,
FoG; Shuber and Eargl, 20023 Dioe to the hiomass recycling,
thie speeific prosth make iz o mone constant sven with espooan-
tinl Feed flow rake. A dynomical nwsde] is needed bo sitaulats the
graolution of the specific groveth rate during tee sxperitnents.

Seation 2 of ther article providis e desoription of eapari-
wmgat conditions aad of data collection. Section 3 addresses the
mesdelling frarework and thoceetical agrects B identification
wif b prrarneters of e e, White the optimisation suabegy
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is given in Section 4; %ecriom 3 provides o discussion of exper-
imental resubis and of the destgn of thie modal I exhibits the
telationship betwaen the mesn specific groosth rates ssiimabed
boy she maodel amd the mycnsubedlin productiviey

L. Mlaterists and methods

& F Bacterial strain and growsk condiony in flask and
Boreacinr

The strwin BBAIEE wsed in this stedy iz a myvoebtilin
everproduer denvative obtaingd by Leclére ot al. (200
B, meboifis ATCT 6633 by replacemment of the native premisie
vl e mycosubtilin syrthasase apeton by @ poomester originat-
ing from the replication gene pepl! of Staphvloveccus qurens
plesraid PEEBLLL. The insciabun wis prepaaed in vwo siages.
Girowah mecdium was firg focoalated by adding a kopful of
celly conssaread at —80507 G g dch mieditin containing %
shyeeral. Cells were grown ot B rpen and 300 in Erlenmeywar
flasks corgaining medium B Clark o sl 192810, The colnme
i then inscnlabed in Erlenmeyer flasks cntaining the Londy
mecliore mesdified as follows: glboose, 20g
Z‘\Sgl.“‘; weast aRgavl lg[:"; grlbuatinic
KzHMPa, | 8L LiMeS0 03 g L KL
tomg L0 Fop300. 1.2mg L Mns Oy, Udmg L1

& 51 Bioflow 3000 hiorescior (Phew Brusswick, M1, 1154
wak noulared with mnid-diparithimic grown cells, previously
wadhed with one vobune of o sterils solution of MaCt 91
after a 3 min and 2000 < g contrifugation, The pH was comtrolled
at the valoe of 8.5 whh adding ROH or Ha8Cy solutions. Bam-
permure wag controllad ab 3090 The aemtion rate was fited
at ¥V and the dissadwed ooy gen comentraticn wag owr
woted sbere 10% of the sabxration concentratban thanks to the
adaptive stirrer speed ranging froen 200 1o 4¥rpm. The feed
mediinm was g rwo-fold concentrated Landy roodified medivm.

The used fopellers were tees Rushion wabines arvanged in
a spectfic way The lowsr one was immersed i the brorh, o
it is done clessically in 2 caltue pecess, to wsure the stir-
g ared the oxy gen transber. The upper impatler was unasually
fized just above the indtial beight of the liguid ek, Euring
e fedk-batch phase, this impelber was progressiesly imreersed
in the Hgubd broth favearing the mixing ot the gos—touid nter-
faoe. The obvisug effect of this Josded surface npslley was to
incresse drastically the foaming capacity af the gas Biquid inte-
facse, The off-gne eocding devives were oversized in order Lo
pet @ tncre compact foam in the bloreactsr coigoing wobes. The
fear was codlectad i coaled cotlesting devices. The sofiwiare
wsed For comdredling the process and sogquirng dats wes AFS
Biocommnd (Nes Brnswick, N1 TISA).

22 The ovefiowing exponeniod fad-botch vt
HREFRC)

The Q-EFBC process was divided n thaes main stages, Fig. 1
In phase E cells were growen 24 1 fn a prebiminagy bach culiure,
The stirrer spesd wwased progressively 1© maimtain the dis-
golved oxypen whive TOF% of the sonrative oooeniatiza witil
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Fig. b ¢ %) Brvdwion of the siizrer speed e of e dussived axygen ducing an
CREPRC oA Rovlles sabeils BB Wopersted uhoae D= 108 v saluraiion.
wonsksnt. 3¢ ¥, pH 03 sud » feed mte L =066 (B Bvodution of de
wotame Vo b bivesaris (0, of the sobume ¥, 6 the foam eollecour (4
and of thecumulabed food solume €. during e CLEFBC. Phases § ol 11 ae
opersind o Pon-constant volmme 1 and phess 171t constset volums ¥ Phees T
epressts U bawch phase. phase 1 the #apererial frd-burch phase. phase I
e orerflonding snpeasetial fed-baich phass.

the main caron soume wos depleted. It is 1 novive dhst the
reconsmption of srganie acid by peoducts ke acstate wis
ohserved. In phuse E e vodume ¥ of beoth i i bisteactor
denrassad beconse of the foam ceelow appearing in the early
stage axccading bo dee constitutive prodostion of rveosibtilin,
I phase 1L, the cells were grown in an exponentiat fad-bofkch
caltare where the wohnme ¥ inereased apeording
nentinlly feed flow re, G050 was gatiilaed soco
Totlowing fmouls derived Bors carbgarlitbied BEFBC

-5 (e £ i e
Suity= —%e— = &‘zo‘;g— 3]
53;5 i — Sy 2 T
where Bifod s the initinl walue of tw foed Bow rale wabow
Taved: from e initial hisdpass quantity YKo, Kf‘x?éd biveniss
wield o glocose sl b caloulate the feed Take, l:«.SL'ugg”“lw
alose w the value of63 ) g g~ (Lew ot al, 1997y Sig and Sy
thes ghacise. conesnirations in the feed meadivm, %gLﬁ"' . and
dn the bisgesctor ot #ve feed begioning, close w G and Uit
is the expected growth rate umder e aesuraption of & pseudo
steady-state EFBC. Finadly, 0 oonstant welume ¥V operation of
the exponential fed-batch culture was pohiewed in phase T as
e fovon vrverflcew pate becume squal o the fead flow rate, Dur-
ing phases 1 and HE, the stimer speed inereased progressively
reflacting rthe oxygen dvmamnd of the greesing cells. The len s
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af these phases depend v the valves of B med the Fesd rate
Fer. The woustat vwdutne 3 operaticn ombd o e ewsured for
high faed wates because Gy, bocame higher than fuy. Bight O
EFRAC experitnents cperoted ot different feed raves 1y muinging
frean €006 g GORGh—! were doe

2.3 Anabeses

&2, Mpopegsides

Culture mnd owrficwed fonm samples: were contrifuged a
000 % g For Wimin. A wlame of 1 ml of the supeenatanis
was parified thrcugh 18 Max-Clean carridges ¢ Alliech,
Deerfield, TISA), The chged oplumn was washed with 3 mf.
of water sl 2 mE of o 3650 water and methanid solwtica. The
lipegmeptihes were then eluted with 3 ml. of HKO% meitla)
CHFLAL grde, Acuos Creanbes, el Belplumy, The axtract was
bosaght 1o drpuess befors dissedution in 200wk methanc). The
savple b then fgeored and aualy zed by high-performance liguid
chirommopraphiy weng a U1% codonn {3 o, 250 nan < 4.5 mm,
21 TR VYBACY The mycosubeiling were sepuratad with a
acetomiiilwwater' tmiflucroacetic acid solwnt, 400
and surfactins with an acelonitilewatenTEA &

The fong rote was 1mb min™" . detection waslength is 214 nm.

Pugifiad syyeosuidiling and surfacting used o stndards were
from Sigma The mtedion time and second derbvative sf the
abgotpeion gpectrum betwszn X0 and 400w (Dicde Ay
PLIA 906, Waters) were used to identify the shoted mokecules
ihdilleninm Softsare, Witers),

232 Birsmass

Thie bocterial dry waight was determined after drying 485 at
LIG™C o washed peliet of o 10 mk somple. The optical g
ar #0) nan was tead with a spectrophionastar (0% Mini | 2
Shivadon, Jypand, An optical density of 15 cormspended 1 8
bicangass coancentration of 0,33 g [y W, 1

-¥
i

3 BusdeHing and thepretical aspects

The meodel of the process must bandbe both EFBC and O
EFBC babovicars het wore respectively obserwed in the phase
KL and TTE ol the experimenity. A dynamis model based oo bionmass
Tobarice i the boreasicr andin de vodbeoior bs deriviad fron the
genwral state space dynamioal rewde] describead by Bastin
Daxchain {1597,

3L Genens! dvnaanke model egwations

The imvestigated model s noalinear in terms of both its
parmeters and variabiles, In the rest of the presentatica, all the
varfabdes are. fumctions of vime. For simplicicy, this neention s
avodded when it is ok necessary. The moss bobapms of bicmass
and swhstrate in the bireagtor are given by

VR v - - .
% = 5 V% — X foue B = %:f-‘é 4}
% =_l:v}”% +!ﬁg;] VA + Sin s — W 3



kL] L& G et ol S Fenirmssl oof Bickevhodagy 1315 BKF 16775

d%
Fn
whete the specific growih rate is modelbed By Boy (2 s »
Blomod's fumction. The mass balancs in the foam collector is
given b

o — Jou 43

¥ X, . s
Bl = Koo Fout £3)

Ern thils peart, the vaode) imalyes S patmmeters (see Nognen-
clatmz for the definitionsl: feos. &5, s and P related 10
iy i ik the mdoreegamism. This medel

alleaws tackling phases T and TH off the culurs: provess,

4 8 jcad chatac

37 Relaviomlip i

I een Iompss concersnaiion in e

Eioressitoy aud e the fower

In vomtipuons lioproesses withoan recyoling, bicamass oon-
centration in the sfuent Mow 15 equal tothe concemration o
bizsrsaudor X, Homesor, For foarneowerilowing processes, as oy
a part of bicmass is extracted, e bictaass soncentation in the
dragged foarm Xoge can be eapressed by the linsse relation:

Ko = 0X + ¢ i

when o aud £ cosfficionts are veo additional prramters of the
wdel. This redotion sllees s handling twormain sssumptions. X g
isproporttonal to X8 =i that corresponds 9o 8 partial tecy cling
pirocass, OF Xy s indepenident foan X (e=03

F.2 Drescrigyion of the foar overfiowisg fime rate

Tphase I, since the Foarm overflomving Borw rateds very gmall,
the catput o b5 coosidersd 1 be 2epoed, tha lexle i the
corndition: g, =0 LA Tl ol wilume o bioresstor, Visia
functicas of time and depends o the feeding flow tats fy,

Ir phiase HI, fhe process operates at aconstant volane. There-
Tore, the foam wwerttowing Aow rate toust be equalto e feed
A pate trat Teads 10 e condition:

Foat = fa €7}

By ordler 0 veridy these twi conditions and woeusurs the e
sition between both phases, the S overftowing flow e can
b globally calonlated ag 3 function of ¥ Yo = el CWim — Vi,
where U= 1077 L, ix o constamt rebated 1o the very small over-
Bowing of foam ther eenaing dnphase 18 This fonn also
guarantess the volame Vin the Bloresctor to be consiant i phase
HE and equal o Yy — O

4 o ste

4.4, Oprindisation soheme
Paraster extimation consists in finding o set of appropriate
slues Bor the tdel patsanerers using the available experimen-
val data. Pararmeter id stiom of toedt dx jead mode)
<ian e applied o bicdogical cultors process (s eral 20055 A

im;

Resoidain

Lipsiismaating

LS

Fig. 2. Sduded optimnisatiorizchems.

boy the oy sab meedel By aphl bacooeding b dhw param-
erers valoes, The chjective function reflects the discrepancies
batwesn the sxperimental date pad the ompng of the model. X
ot b oonigdered o3 a raposurement of the qualiey of the fit-
ting operation between G teo o A typical whjecti
Tunction is defined as the sue of Bee sqirared srors belwsen the
experiinsnt] dataset and tlw meadel suipots, sandated for given
rial parameters wlues.

iy Bk
T =3 % -5

e

T

gy — &

{8

§* = arg ot Ji67)

where Mg is the tamber of experiments, Nei @ tie viambser of
sarsples in experiment 5. £ and £ ape respectively the veotors
of the meaawed and the mede] ouwiput values. & and @ aw
mespectively the vector and the opi  vector of par

The nonlinear scherne of the model fmposes an iterative [0
weshure for theestimation of Hs parameiers and the small mamber
of svailabe daea Imposes e redugton of the numbser of these
poranreters. The qualivy »f the fir dopends an the qpaaliey »f the
e tht s affected by uncertainiss nberet in the
s anadysing processes, A gond chodee of inital guesses for the
parameter values and boubkaies wry Hnportant 1o peach the
ssbal miniesum. The spiimisadicn precedums whose scheme is
given i Fig. 2 makes erative adjustiments of the parseneter val-
vs b drive the objective function to s minintm. e, this
wshiactive 15 reached., i obtained parsmeter values are kbepl o
b psed in the model,

Hlaosnstrained methods for panseeter estimation o ot
igroduce ndormation shout perameter boundaries {Syad amd
Bhillips. 20000, I the alternute case. coustiaing meibods are
spbjected to parameter boundary vaboss [Fodl of al., 2005 thas
teducing the size of the domain in which the optinal sodation
i searched, Here, toudary valoes are tested batwaen 019 and
G450 g“‘ Tod the greewth visld oo aihetrae and between .30
and &40 b for he maimal specific growihorate., For cor appli-
cation, the guadratic ohjective function is calonbated from thiree
agperimental detvets. We choose 1 gradientbased method,
which is implansntad in Matlab T softwars by frvincen fune-
Hie, toanbveconstrained nombineasr optimisarion peobdern. B this
funciicn, an edimaie of the Hewdan of the Lagraugion function
5 updated at each Beration. Simmatink™ achieves the simubation

A

Faaviale

chosen olbdective fanction, subject kx the o imike T i
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Since dre anwsum of bicaness in the foam collecior is nse
sured by the dry weight technbqus which peogires 3 minimm of
eollected wilume, the biomass concentraion i the foum Yo is
o, dieectly availobde Wnder the ossumption, tt Xow remming
constant ona shoet ancagh time period [51, #2]. Xom can beesti-
maked a5 the mlation betwesn variaticos of biotsss qusntity
and wlunee variations in the fowm adlector. The comsentration
of the bivmass in the Foorn overflow s estitmated p8 o akiooof
the wariabion of bloenass quantity and the vararisas of volume
daring e e period belwasn ten rreastrements,

o AV K ) "
Kol = )

axts B8 g5 Jnts
Wit

Fig. 5. Measured bomass in the biorsagiig and v fhe ssllector axpressed in
gl.oh
whers Xeof 35 the Moo conesntration in e coldector and Vo
is the collectr volume.

The valine of the hiogesss concerdration wobe correlnied with
Xty . 23] s the menn wabuz of the X on e time period [, &].

Walymooy (1)

Biswsans gusasiies (g

eii=om ¥:51

Fowgas s gunsiies g

R ik

Berns s Qiskniine s 4141

/;;_AWNWWWW&,;,

e

¥

Yk 413

e B}

mg (5

Fig. 4. Mesared and: simulaied valnas o botsass quantivies in the kiorsschor (021 solidi 2 avibe foam oolleeor (021 dached), h,( the ihree expcnnwnn ipustatd

ik ditbarerk Rrad tares Lir=DEGL(Gelt apa, L =071 {

Measured snd simeleied valoes of voluios in e bissesctor {40 solid for the s
Sright middlej and 1T=008% fright down) sapremed in b ', Thes valuss were
Sglt

watiand $ =200 gL sntimnated with m 006522 b and B2
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e mrabcddbed and 14z 600600 ¢ B o

Finh The Aard ovi o ) w08 g
ae:r.p:mmms wpersted o Jifferent foed s T ieight upl, Lo=008 rl
Icalk g o ik p S Gy =0 RT, Yy =0 H0g gt




4.2, {apsiveisation sustegy

In onr experiments, the small number of samples for sach
experinent tright aof allow the proper estimation of all parakn-
eters of the model which we proge. K. me, Y5, o and 2
Thsedeaw, a subset of pertinem parmueters it oan be seliably
estinted from the svailabde data has 1 be selected.

A5 the process operates al carbon Hmited-groesth ot doaw
growih rstes gad scoording to the dhapse of sensitivity fmodons,
parameters Ka and jogg e sorrelated (Meorkows of al, 2005
Fanaik, 1599). Estimaging them simuttaneondy is 1ot tecam-
mendet. Therefure, Ky was fized ot 0015 gL-! close o te
vate of G010z L (Mantines et al., 1998) apd of 0.018 2 (g
determined previously in our kaborabsrg. The boondary valoes
of g ware defined avconding to pravions pablished vdoes from
£3.065 Wby s Dne Lo Toaws, L2068 100212 g"‘ W (Srer
at al., 19965, Thus, the set of para o be d was
wednced to e aubset Ky, Sy, o and 2.

A, Besulbls and dhomsion
5.1, Lipopepides extroction pesformmnses

A process For comriimons prodection of mycosubelbive with &
subifis BBOGAOO sirain was set up ased on an O-EFBC. Three
experiments wete parfoamad ot differemt feed rutes 157, The fingd
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52, Exviwsasion of the blomass concemiraiion inthe foam

The estimation of the bicmass concesration i the foarm is
expressed o5 a function of the mean: concspracion i the bope-
actor in Fig. 3. B exhibits o peewdr-consant K 2one within a
X range oomprisad between 4 amd 10 gL'?' A linewr magtessicn
performed in s zone gives ¢ =007 aid #=25251-4, The
Fow walue of ¢ indicaes thal the bdomass concsnrration in the
Bt Xy I8 quite Indepensdent-from the Moanass soncenuaticn
fr thie biswesctor X,

Tebske 1
o o myosnbailin sad surferin s epomssd i mg L1 in di bices.
actor zed 0 the Foam colboior For SUEFRC operend ot different foed raves
I w62, 1V = 7T s 150m 0068 enprosacd in b

M Fosan ealbecior Bicgasorce

[y il o Wk it %

73 L5 Geer or wl, F Fovrnad of Biokeckmedogy 1307 3N 67

5.3, Estiwsatfon of the sodel parowsetess
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satne stulations as i Fig, 4 were dso perfuaed and were
wedtelvted wo productivity, Fig. 6 (hett shde) shoows thar thie wesan
wvalte of specific growily tate was a linear functicn of the feed
rate. This resalt coufirmed the renvark sboat the influsnics of the
feed rate on the effects of e phenomena of phase H and phose
BEL Fig. & irigda side) procents the procdutivity a5 o fumestiva of
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in the tmge of fead rates that was used, the productivity can
e approxdioated by o Hnear relation of the mean growth rate.
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subtilin was tovimal Sor feed Fate of 006601 B meached the
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of thie high recvevery percentage of the hicsurfactans in fhe foom,
T onae study, the condinuous remeval of the myeosultilin beid
T & recovery percertage pprosching 19 Foaming cverflow
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walus of the process VY and ¥ with aglobol standrd davi-
ationy oof D83 g Frar The three 2xperiopets that were ased fa the
parataebr astimation. Adfber exirapolaing the wmodelto five addi-
ticral experinents, this emror remateed sccspioble. B shomed
the good abidlity of the model b predict the process behaviour at
different foed ratez. Based on this knowledge, constanit-fosding
strategiss allowing the growth of the micrcrgantsmm at sustain-
able and congtand specific growih rates as it iy doge in peatial
reryeling process eculd be considered for further phasiologicsl
studies reguiring 4 steady -state. From this model, » quas -linear
redatbonglip between productivivy and the mewn specific growth
rate ob 1 Ersn atinans weas exablished. Acoosnding o
this reluticanship, apphving bigher Feed rates would posdbably lead
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the -EFRE. However, the productivity of 1.27 mg of mgoosul-
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Appendiv A
A8 Fed-barck phase i
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A2, Poame-overdoning phase I

En the. foaring phe of the process, feom B, (3), we have
V= VY S - B — VR, s =0
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8= g a0 8 as constants.
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ANNEXE 3
Respiration Activity MOnitoring System (RAMOS), an efficient tool to
study the influence of the oxygen transfer rate on the synthesis of

lipopeptide by Bacillus subtilis ATCC6633
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Abstract

The effect of oxygen transfer rate on the synthesis of mycosubtilin, a non ribosomal
lipopeptide antifungal biosurfactant, was investigated in the Respiration Activity MOnitoring
System (RAMOS) for two Bacillus subtilis strains. These cultures were performed under
definite oxygen-limited conditions without the adding of any anti-foam in the culture
medium. By using four different filling volumes in the shaken bioreactors, different levels
(20, 14, 9 and 7 mmol O,1".h") of oxygen-limited growth could be obtained. A 25-fold
increase of the specific productivity of mycosubtilin was observed for Bacillus subtilis
ATCC6633 in the case of the most severe oxygen limitation. But nearly no effect could be
found with strain BBG100 carrying the constitutive Py, promoter instead of the natural P,

promoter. Transcript analysis of the fenF gene belonging to the myc operon indicated that the
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Py promoter regulation could be slightly oxygen sensitive. Additionally, different isoform
patterns of the synthetised mycosubtilin were obtained for different level of oxygen-limited
growths. At the present state of investigation, oxygen regulation was thus shown to act at
different levels suggesting the existence of a complex regulatory system of NRPS lipopeptide
synthesis in the natural B. subtilis ATCC 6633 strain.

Keywords: RAMOS, oxygen-limited growth, biosurfactant lipopeptide, mycosubtilin,

Bacillus subtilis

Introduction

Bacillus subtilis is known for its ability to produce several bioactive nonribosomal peptides
(Griinewald and Marahiel, 2006) and among others, lipopeptides which are classified into
three main families according to their chemical structure: surfactin, fengycin and iturin
(Bonmatin et al., 2003, Schneider et al., 1999). The family of iturins composed of iturin A, Ap
C, mycosubtillin, bacillomycin F, L., D, and LC. Most of them combine biosurfactant and
antifungal activities. In particular, mycosubtilin which is a pore-forming lipopeptide (Maget-
Danat and Peypoux, 1994) is considered as one of the most antifungal iturinic compounds.
The first strain Bacillus subtilis ATCC6633 used in this work is a natural mycosubtilin and
surfactin producer (Duitman et al., 1999). The second strain, BBG100, is a mycosubtilin
overproducing derivative obtained by Leclere et al., 2005.

The production process of lipopeptide is known to be influenced by environmental conditions
such as pH, temperature, agitation and oxygen availability (Desai et Banat, 1997). In
particular, oxygen availability changes metabolic pathways and fluxes in Bacilli (Calik et al.,
2000) affecting the synthesis of lipopeptide (Ohno et al., 1993, Jacques et al., 1999). Most of
the studies investigating this effect were carried out in shake flasks with conventional
agitation, filling volumes or plugs changing methods but no data on oxygen transfer rate
(OTR) are available. In stirred bioreactors, only few references report the effect of the culture
parameters on the production of non ribosomal lipopeptides, namely surfactin (Sen et
Swaminathan, 1997) and surfactin/iturin A (Hbid et al., 1996). In the first article, the authors
showed that a low agitation and high aeration rate favoured the synthesis of surfactin by strain

B. subtilis DSM 3256. In the second article, the authors showed that, when the stirring rate
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decreases, B. subtilis S499 produces half as much surfactin and twice as much iturin. These
latter experiments were performed in the presence of oxygen vectors that may have influenced
the cell metabolism. No clear evidence of the effect of the OTR could be drawn from these
studies because of the absence of gas analysis and of the influence of the oxygen transfer
conditions on the foaming. The lack of studies on this topic principally arise from the
difficulty to manage the high foaming capacity of the culture medium during the production
process in bioreactors, especially as the adding of synthetic or natural antifoam is not
recommended because of the risk of interferences with the physiological state of the strain
(Lee and Kim, 2004).

For the first time, our work investigates the effect of oxygen limitation on the lipopeptide
biosurfactant synthesis under definite OTR conditions thanks to the RAMOS. In our study,
there was no need to add antifoam in the culture medium since the surface aeration strategy in
shaken reactors lowered the broth foaming capacity. The effect of oxygen on the natural Py,
promoter of the myc operon encoding for the mycosubtilin synthetase was discussed. Indirect
influence of OTR was pointed out with showing the different mycosubtilin isoform patterns

obtained for the different oxygen-limited growths.

Materials and Methods

Strains and growth conditions

B. subtilis ATCC6633, a mycosubtilin and surfactin producer, and the derivative BBG100
were tested in this study. BBG100 was previously obtained in our laboratory by replacing the
native promoter P,,,. of the mycosubtilin synthetase operon by a constitutive promoter P,y
originating from Staphylococcus aureus plasmid pUB110. The preculture medium (Clark,
1981) was inoculated with a loopful of cells conserved at —-80°C. Cells were grown in
Erlenmeyer flasks at 30°C with a shaking speed of 140 rpm. Cells were then alternatively
transferred to RAMOS flasks or Erlenmeyer flasks containing the modified Landy medium
pH 7.0 composed as follows : Glucose, 20 gI''y (NH),SO4, 2.3 gI'!, Glutamic acid, 2 g.I'';
K;HPO,, 1 g1'; MgSO0, 0.5 glI"'; KCl, 0.5 gI'; CuSOq, 1.6 mg.I'"; Fex(SO4)3, 1.2 mgl™;
MnSO,, 04 mg.l'l. Culture medium was buffered with MOPS (3-(N-

morpholino)propanesulfonic acid) 100 mM and no yeast extract was added. Before
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inoculation, the preculture was centrifuged and washed in 9 g.1”" NaCl solution. The starting
optical density of the main culture was 0.25 corresponding to a biomass concentration of 0.8

g(D.W).l'l. The optical density was measured at 600 nm using a Kontron Uvicon 922.

RAMOS system

The oxygen transfer rate (OTR) was measured online using the Respiration Activity
MOnitoring System (RAMOS) described in Anderlei et al.,, 2004. By using four different
filling volumes (FV) of 10 ml, 25 ml, 42 ml and 60 ml corresponding to filling volume ratios
(FVR) of 0.04, 0.1, 0.17 and 0.24, four levels of oxygen transfer capacity could be obtained in
250 ml RAMOS flasks for strain ATCC6633. Three non-monitored shake flasks were
cultivated simultaneously under same conditions and used for sampling. Each sample flask
was only used once in order to avoid the modification of the flask filling volume. The shaker
was operated at 175 rpm, 50 mm shaking diameter and the temperature set at 30°C. Similar

experiments were conducted with strain BBG100 by using 10, 42 and 60 ml filling volumes.

Analysis

Culture samples were centrifuged at 10,000g for 10 min. A volume of 1 ml of the
supernatants was purified through C18 Maxi-Clean cartridges (Alltech) following the protocol
described by Guez et al., 2007 for lipopeptide HPLC analysis. Purified mycosubtilins and
surfactins used as standards were supplied by Sigma. The retention time and second
derivative of the absorption spectrum between 200 and 400 nm (Diode Array PDA 996,
Waters) were used to identify the eluted molecules (Millenium Software, Waters). MALDI-
MS analysis for mycosubtilin C-16 and C-17 homologues identification was performed using
a UV laser desorption-time of flight mass spectrometer (Brucker Ultraflex tof, Brucker
Daltonics) following the procedure described by Leclere et al., 2005.

Glucose concentrations were determined using a Dionex HPLC system with an organic-acid-
resin column (300 x 8 mm, CS-Chromatography) at 60°C. Samples were prefiltered on 0.45
um Millex-HV (Millipore). A 1 mM sulphuric acid mobile phase was pumped at a flow rate
of 0.8 ml.min™,

Enzymatic assay was used to analyse the L-glutamic acid (Enzytec Fluid, Scil Diagnostic,

Germany).
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RNA isolation and reverse transcription

Culture samples were taken after two doubling times which corresponded to the early
exponential growth and four doubling times which corresponded to the beginning of the
oxygen-limited growth. A volume corresponding to 1.10° cells was sampled and added to the
Ambion Ribopure RNALater solution (v/v), mixed thoroughly during 10 s and centrifuged 10
min at -9°C and 11 000 g. The supernatant was discarded and the pellet stored at -80°C.
Duitman et al., 2007 indicated that natural isolates like ATCC6633 were often difficult to
transform. In the frame of this work, authors add that RNA isolation of ATCC6633 is also
difficult to perform with respect to the high resistance of its cell wall. For isolation of RNA,
the cell pellets were resuspended in 50 pl of a 10 mg.mI"' lysosyme solution. After 10 min of
incubation at 37°C, 350 pl of RNAWiz phenolic solution were added. Mechanical cell lysis in
the presence of 250 pl of zirconium beads was led for 10 min at maximal speed (Mixer Mill
200). The lysate was then centriguged 5 min at 12 000 g and 4°C. After having discarded the
beads, 0.2 volume of chloroform was added. The mixture was incubated 10 min at room
temperature and centrifuged 5 min at 12 000 g and 4°C. The aqueous phase was retrieved and
0.5 volume of ethanol added. Purification of RNA was then completed following the
Ribopure Ambion protocole. The quantity of total RNAs was measured with a Nanodrop ND-
1000 spectrophotometer. The quality was estimated with calculating the RNA 23S/16S ratio
with a capillary electrophoresis (RNA 6000 NanoAssay, Agilent 2100 bioanalyzer).

The reverse-transcription was done with mixing 3 ug of total RNA and 0.5 pl hexamers
(Invitrogen) to a final volume of 8.2 ul in H;O. The mixture was heated at 65°C for 10 mn
and cooled at 4°C before the adding of 3 pl of 5X First Strand Buffer (Invitrogen), 1.5 pl of
0.1M DTT (Invitrogen), 0.3 ul of 25 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Amersham), 1 ul of
Rnase Inhibitor and 1 pl of SuperScript II (200 U/ul, Invitrogen). Incubation of this mixture at
42°C during 1 h was followed by the readding of 0.5 ul SuperScript II and a subsequent
incubation at 42°C during 45 min. To estimate the level of expression of the myc gene coding
for the mycosubtilin synthetase, a 398 bp PCR product belonging to the fenF locus of the myc
operon was amplified using the following pair of oligonucleotides : 5’-
CAAAATGCAGATCCTGAGCA-3 and 5 -GGCATAGTCATGTGCGTTTG-3’. PCR
products were analysed by electrophoresis on 1.5% agarose gel and the Median-based
Trimmed Mean density (MTM) values of the bands were obtained thanks to Arrayvision

scanner (Qiagen). MTM values of each band corresponding to fenF products were normalised
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with the MTM values of a 330 bp amplified product belonging to rplL, a housekeeping gene
of B. subtilis coding for the ribosomal protein L.12. Results were rescaled with respect to the
experiment led at FVR=0.05. The following pair of oligonucleotides 5’-
GCTTCCGTTAAAGAAGCAACTG-3’ and 5’-AGAAGCGCCAACTTCTTCAA-3 were
used for rplL. The PCR mixture was done with the following reagents: cDNA, 0.5 uL; 10X
buffer, 2,5 pl; ANTP (2.5mM), 1ul; MgCly (25mM), 1.5 pl; forward primer, 0.5 pL; reverse
primer, 0.5 pL, completed to 25ul with H,O. 0.2 pl of Taq Gold (5U/ul) are then added to the
mixture. The amplification conditions were 5 min at 94°C followed by 30 cycles: 30 s at
94°C, 30 s at 56°C, 60 s at 72°C and one cycle at 72°C for 5 min before conservation of the
PCR product at 4°C.

Results

OTR-monitored cultures of ATCC6633 were first led in RAMOS flasks. Figure 1 shows the
oxygen transfer rate (OTR) evolution. After a period of latency of 10 h due to the absence of
yeast extract in the culture medium, the oxygen transfer rate increased until the maximal
oxygen transfer rate was reached. RAMOS flasks with filling volumes of 60, 42, 25 and 10 ml
allowed oxygen-limited growths at 7, 9, 14 and 20 mmol O,.L™".h! respectively. A decrease
in the OTR then occurred successively for the experiments at a FV of 10, 25 and 42 ml
because of the complete consumption of the carbon source. In case of the most severe
oxygen-limitation obtained at a FV of 60 ml, the experiment was ended before total depletion
of the carbon source. HPLC analysis showed that 0.45 g1’ of glucose and 0.056 g.I! of
glutamic acid remained in the culture medium at 48 h (table 1). B. subtilis ATCC6633 and
BBG100 showed similar pH evolution for the different oxygen-limited growths. The pH
dropped from 7.0+4/-0.04 to respectively 6.06+/-0.03 and 5.98+/-0.11 after 48 hours of culture
(Table 1).

Oxygen availability played an important role in the lipopeptide synthesis by ATCC6633. The
mycosubtilin production increased with the strength of the oxygen limitation from 2.4 to 45.4
mg.I™" (figure 2A). This result was amplified for the mycosubtilin specific productivity as the
increase ranged from 0.001 to 0.025 mg.g (DW)™! h™' (table 1). In the case of the BBG100
strain carrying the constitutive P,y promoter instead of the native P, the mycosubtilin

production remained quite constant in the range of 70 to 80 mg.1” (figure 2B) and the specific

252



productivity in the range of 0.033 to 0.035 mg.g (DW)'.h"' (table 1). Considering the
experiments where the carbon sources were totally depleted before the end of the culture, no
diminution of the mycosubtilin production was observed during the culture (fig 2A) whereas
this phenomenon occurred in the case of surfactin (figure 2C) rending the surfactin production
kinetics difficult to analyse. Nevertheless, the surfactin production by the mycosubtilin
overproducing strain BBG100 (figure 2D) was lowered in comparison to ATCC6633.

Oxygen dependent regulation of the native P,, promoter of ATCC6633 was inspected
through a transcript analysis performed on the fenF gene that belongs to the myc operon
coding for the mycosubtilin synthetase. Figure 3 shows comparative RT-PCR results obtained
for different oxygen-limited growths led in 500 ml non-monitored Erlenmeyer flasks filled
with 20, 50, 100 and 200 ml corresponding to FVR of 0.05, 0.1, 0.2, and 0.4. At n=2, MTM
ratios of fenF were quite similar for the different FVR indicating the absence of
transcriptional regulation of the P, promoter in the early exponential growth, i.e before
oxygen-limited growth. At n=4 and a FVR ranging from 0.05 to 0.2, the expression of fenF
remained quite constant whereas the mycosubtilin production measured at 24 h was shown to
increase from 1.95 to 21.9 mg.l'1 (figure 4). Alternatively, fenF was slightly repressed at n=4
and FYR=0.4. In this experiment, the mycosubtilin production at 24 h interstingly dropped to
4.5 mgl"'. This result showed that the positive effect of oxygen-limited growth on the
mycosubtilin synthesis can be inverted in the case of too severe oxygen limitations.

Different mycosubtilin isoform patterns were obtained for the different oxygen-limited
growths in Erlenmeyer flasks at a FVR of 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 (figure 4). Patterns
corresponding to FVR of 0.1 and 0.2 showed a quite constant distribution of the mycosubtilin
isoforms: 36% of i-C-16, 3% of C-16 (undetermined isomery), 45% of ai-C17 and 16% of C-
17 (undetermined isomery). Patterns corresponding to FVR of 0.05 or 0.4 showed an increase

of the ai-C-17 mycosubtilin and a slight decrease of the i-C-16.

Discussion

Among the environmental factors affecting the production of lipopeptide biosurfactants,
authors pointed out the importance of the pH for microorganism in general (Desai et Banat,
1997) and B. subtilis ATCC6633 in particular (Guez et al., 2004). Effects of the pH were
therefore largely reduced in this study with buffering the medium with MOPS 100 mM.
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Combined results obtained in RAMOS and Erlenmeyer flasks showed that the gain in
mycosubtilin productivity could be lost in the case of too severe oxygen limitations. Indeed,
an increase of the rate of mycosubtilin synthesis was observed when the strength of definite
oxygen limitation increased from 0.04 to 0.24. Further experiments led in non-monitored
flasks between FVR of 0.05 and 0.2 confirmed this result. These latter experiments allowed
the testing of a higher FVR of 0.4 which led to a dramatic drop in the lipopeptide synthesis.
Considering the oxygen positive effect, a 25-fold increase of the mycosubtilin productivity
was observed at a FVR of 0.24 compared to a FVR of 0.04. Hbid et al., 1996, observed an
increase of the iturin A production rate as the stirring decreased in the bioreactor, i.e. as the
dissolved oxygen was lowered. It is known that iturinA and mycosubtilin have almost the
same structure while the amino acids at positions 6 and 7, p-Ser—1-Asn, are inverted in iturin
A. Consequently, the positive oxygen regulation observed for the mycosubtilin synthesis in
ATCC6633 could be found in the iturin A producing strain, B. subtilis S499.

In oxygen-monitored flasks, no effect of oxygen could be found for the BBG100 strain
carrying the constitutive P,y promoter instead of the native P It was suggested that
oxygen metabolism could interfere in the regulation of the native P, promoter. At the
beginning of the oxygen-limited growths of ATCC6633, a constant expression of fenF was
found at FVR of 0.05, 0.1 and 0.2. Interestingly, a slight decrease of fenF expression was
observed at FVR of 0.4 with respect to the low value of the mycosubtilin synthesis. The
different mycosubtilin isoform patterns obtained for the different oxygen-limited growths
could express an indirect influence of OTR on lipopeptide synthesis.

It was also shown in RAMOS experiments that surfactin production by the mycosubtilin
overproducing strain BBG100 was lowered in comparison to ATCC6633. Duitman et al.,
2007 showed that the expression of both lipopeptides was clearly not coordinated as the srfA
operon was mainly regulated by the response regulator ComA and the myc operon was
primarily regulated by the transition state regulator AbrB. However mycosubtilin and surfactin
synthetases require an identical cofactor, the 4'-phosphopantetheinate, which transfer is
catalysed by the product of the gene sfp which encode a 4'-phosphopantetheinyl transferase.
This activation step could be limiting for surfactin synthetase when mycosubtilin synthetase is
overproduced.

To end with, the diminution of surfactin concentration observed during the RAMOS culture at

a FV of 10, 25 and 42 ml is not yet explained. It could result from a re-use of the surfactin as
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a substrate by the strain since it appeared only in culture where carbon source depletion was

previously observed.

Conclusion

This study showed that definite oxygen metabolism effectively modulates the synthesis of a
NRPS lipopeptide in B. subtilis ATCC6633. For the first time, the difficulty of monitoring the
bacteria respiration during the production process of a biosurfactant was overcome. It
highlights in particular the high potential of RAMOS system for physiological studies on
biosurfactant synthesis.
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Figure 1: Evolution of oxygen transfer rate (OTR), expressed in mol O,.1".h7, during growth
of B. subtilis ATCC6633 in RAMOS flasks with a filling volume (FV) of 10 ml (-¢-), 25 ml (-
&-), 42 ml (-a-) and 60 ml (-e-). Displayed data corresponds to four experiments led

simultaneously and experiment with a FVof 42 ml is a representative of a triplicate set.

Figure 2: Evolution of the mycosubtilin (A and B) and surfactin (C and D) production
expressed in mg.l'1 during growth-limited cultures of B. subtilis ATCC6633 and BBG100 in
RAMOS flasks with different filling volumes of 10 ml (-¢-), 25 ml (-m-), 42 ml (-a-), 60 ml (-
e-). Displayed kinetics data corresponds to one RAMOS and three non-monitored flasks

experiments led simultaneously in order to avoid the modification of the FV.

Figure 3: Effect of different oxygen-limited growths obtained in flasks with different filling
volume ratios (FVR) of 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 on the expression of the fenF gene of B. subtilis
ATCC6633. Comparative RT-PCR gels for fenF and rplL and the rp/L normalised MTM
ratios for fenF are presented for doubling times (n) of 2 and 4. Culture medium is the
modified Landy medium buffered with MOPS 100 mM at pH 7.0. Data corresponding to n=2
and n=4 originates from two independent experiments in order to avoid the modification of

the FV.

Figure 4 : Evolution of the mycosubtilin production (expressed in mg.1") and isoform patterns
for cultures of B. subtilis ATCC6633 led at FVR of 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4. Data are

representative of two independent experiments at 24 h.

Table 1: Measured values of the pH, optical density at 600 nm, glucose, glutamic acid and
mycosubtilin concentrations after 48 h of culture at 30°C and shaking at 175 rpm in the
RAMOS. Displayed data corresponds to experiments led simultaneously at different filling
volumes of 10, 25, 42 and 60 ml.
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Table 1
Filling Volume pH OD Glucose  Glutamic acid (g.I mycosubtilin ap
Strain
(m) @ b (mg.I") (mg.g OW)" h)
10 6.02 152 4] 0.017 2.8 0.001
25 6.06 14.9 0 0.021 4.7 0.002
6633
42 6.08 18.1 0 0.034 16.9 0.006
60 6.07 112 0.45 0.056 454 0.025
10 596 157 0.07 0.016 82.2 0.033
BBG100 42 588 122 2.8 0.039 72 0.037
60 6.10 123 2.4 0.028 67.9 0.035
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Abstract

Bacillus subtilis ATCC 6633 produce mycosubtilin, a non-ribosomaly synthetized
lipopeptide of the iturin family which presents antagonistic activities against various
phytopathogens. Different homologues with fatty acid moiety varying from C;s to Cy7 are
usually co-produced with their biological activities increasing with the number of carbon in
the fatty acid chain. In the present report, we highlight that growth temperature modulates
either the level of the mycosubtilin production and the relative abundance of the different
homologues. Indeed, a 30-fold increased mycosubtilin production was observed when the
temprature was decreased from 37°C to 25°C for both the B. subtilis ATCC 6633 strain and
BBG100, a constitutive mycosubtilin over-producer. However, no significant difference in the
expression of the mycosubtilin synthetase encoding genes could be observed suggesting that
the observed phenotype originates from a higher mycosubtilin synthetase turnover at lower
temperature. We also point out that lower growth temperature led to an increased proportion
of odd-numbered fatty acid homologue as a consequence of the de novo synthesis C17 anteiso

fatty acid folowing the cell adaptation to low temperature.

Keywords : Bacillus subtilis ATCC 6633, mycosubtilin, odd-numbered fatty acids,

temperature

1. Introduction

Members of the Bacillus subtilis family produce a wide variety of antibacterial and
antifungal antibiotics (for review see (1)). Some of them, such as bacilysin, chlorotetain,
mycobacillin, difficidin and lippopeptides are formed by nonribosomal peptide synthetases

and/or polyketides synthetases. The lipopeptides belonging to the surfactins, iturins and
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fengycins families (2) are amphiphilic cyclic peptides composed of seven a-amino acids
(surfactin and iturins) or ten a-amino acids (Schneider et al., 1999) linked to one unique B-
amino fatty acid (iturins) or B-hydroxy fatty acids (surfactins and fengycins). The length of
the fatty acid moiety may vary from C,3 to Cy¢ for surfactin, from Cj4 to Cy7 for iturins and
from Cj4 to Cys in the case of fengycin. Different homologous compounds with a linear or
branched fatty acid moiety are usually co-produced for each lipopeptide family (Akpa et al.,
2001).

B. subtilis ATCC 6633 produces subtilin (Duitman ef al., 1999), subtilosin (Strein et al
2004), rhizocticin (Kugler et al 1990), and two lipopeptides, surfactin and mycosubtilin, a
member of the iturin family (Duitman et al., 1999). Mass spectrometry analyses of B. subtilis
ATCC 6633 supernatant cultured at 30 °C revealed that the two main mycosubtilin
homologues produced belong to Cj;s and C;; homologues (Leclére er al, 2005). The
mycosubtilin gene cluster spans about 38 kb and consists of four ORFs designated fenF and
mycA, mycB and mycC, all of them being under control of the myc promoter (Duitman ez al.,
1999). The subunits encoded by the three myc genes contain the seven modules necessary to
synthesize the peptide moiety of mycosubtilin. They show strong similarity with members of
the peptide synthase family and display the ordered assembly of conserved condensation,
adenylation, and thiolation domains. Iturins present a strong fungitoxic activity against
different phytopathogens such as Borrytis cinerea, Fusarium oxysporum and Pythium
aphanidernatum. Biological activities of iturins have been shown to increase with the number
of carbon atoms in the fatty acid chain. Indeed, Ci; homologues are 20-fold more active
against pathogens than the C;4 isoform (Jacques et al 1999, Touré et al 2004).

Of the biological control alternatives to chemical pesticides used for reducing plants

diseases, the application of non-pathogenic soil bacteria living in association with plant roots
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is promising. These bacteria can antagonize fungal pathogens by producing low-molecular-
weight fungitoxic compounds, such as the above-mentioned lipopeptides. We recently
highlighted in biocontrol assays, conducted with tomato/Pythium pathosystem, that pre-
treatment of tomato seeds with the mycosubtilin-overproducing derivative BBG100 prior to
planting led to enhanced seedling emergence. This demonstrated that mycosubtilin gained
protection against Pythium damping-off of tomato seedlings (Leclere et al 2005).

In the present study, we demonstrate that growth temperature modulates either the level of

mycosubtilin production and the relative abundance of the different homologues produced.

2. Material and Methods
2.1. Plasmids, strains and media

Plasmids, oligonucleotides and B. subtilis strains used in this study are listed in Table
1. E. coli strain DHSa (Promega), used for transformation and amplification of recombinant
plasmid DNA, was grown at 37 °C in Luria-Bertani medium supplemented with ampicillin
(100 pg/ml) or chloramphenicol (5 pg/ml) when required. Conventional calcium-shock
procedure was used for E. coli transformation (Sambrook et al 1989) whereas B. subtilis was
transformed as described elsewhere (Jarmer et al 2002). All liquid cultures were performed in
Landy medium (Landy et al., 1948). a-amylase activity was detected by growing Bacillus
colonies overnight on LB plates containing 1% soluble starch and staining plates with iodine
as described elsewhere (Dahl and Meinhof, 1994). Microbial growth was monitored by dry

weight (DW) determination.

2.2. DNA manipulation
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Standard molecular genetic techniques were used (Sambrook et al., 1989). Restriction
enzymes were obtained from Fermentas GMBH (St. Leon-Rot, Germany) or New England
Biolabs (Beverly, MS). PCR products were purified with the QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Plasmid DNA was extracted and purified from E. coli with the
QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen). DNA fragments were purified from agarose gels using
the Qiagen Gel Extraction Kit. Arrow Taq polymerase (Qbiogene, Montreal, Canada) was

used for polymerase chain reaction as recommended by the manufacturer.

2.3. Construction of strain BBG117

To measure the expression of the myc operon, a lacZ-reporter gene was obtained using
vector pDG1661 which contains the ribosomal binding site of the B. subtilis spoVG gene
fused to a promoter-less LacZ cassette (Guérout-Fleury et al. 1996). The myc promoter
fragment to be tested was obtained by PCR using the primers pMY Cfo and pMYCrev (Table
1), and then subcloned into pGEM-T Easy vector to generate pBG107. This latter was EcoRI-
BamHI digested and a 942-bp fragment was subcloned into pDG1661 at the corresponding
sites to yield pBG111. This latter was used to insert the reporter construct into the B. subtilis
ATCC 6633 amyE locus, giving rise to strain BBG117. Correct integration was verified either
by the loss of amylase activity and by analytical PCR using primers the AmyEfo and

AmyERev (Table 1).

2.4 B-galactosidase assays
B-galactosidase activities were measured using the method of Miller (Bazill et
Karamata, 1972) on cell extracts prepared by chloroform treatment and centrifugation. Protein

concentration was determined by the method of Bradford (1976) using the Bio-Rad protein
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assay solution (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). One unit of p-galactosidase activity is

defined as the amount of enzyme that produces 1 nmole of o-nitrophenol min™ at 37°C.

2.5. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and comparative PCR

Total RNAs were isolated from culture cells as described elsewhere (Guez et al, in
preparation) and mRNA integrity was estimated on an Agilent 2100 Bioanalyser equipped
with a RNA 6000 nanoLabChip. Extracted RNAs were then subjected to reverse transcription
with Superscript II reverse transcriptase as recommended by the manufacturer (Invitrogen,
Carlsbad, CA). fenF, rplL and cspB ¢cDNAs were PCR-amplified using the primer pairs
fenFfo/fenFrev, rplLFo/rplLrev and cspBFo/cspBrev, respectively. The PCR product were
analysed by electrophoresis on a 1.5% agarose gels and visualized by ethidium bromide
staining. PCR fragments were quantified by scanning densitometry and the Median-base
Trimmed Mean density (MTM) was determined with Arrayvision software (GE Heallthcare,

Upsalla, Sweden).

2.6. Lipopeptides purification and identification

1 ml culture samples were centrifuged at 13 000 x g before being loaded onto Cjg
Maxi-Clean cartridges (1 ml bead volume, Alltech, Deerfield, IL), washed successively with 8
ml of water and 8 ml of HoO/methanol mixture (1:1, v/v). Lipopeptides were then eluted with
5 ml pure methanol, dried under vacuum and resuspended in 100 pl of methanol.
Mycosubtilin concentration was determined by RP-HPLC on a Waters apparatus using a
VYDAC 218 TP Cyg column (250 x 4.6 mm, 5 uM packing, VYDAC, Hesperia, CA). The

mobile phase was a acetonitrile/H,O/trifuoroacetic acid mixture (40:60:0,5, v/v/v). Samples
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(20 ul) were eluted at a flow rate of 1 ml min™. Purified iturins standard were purchased from
Sigma (St. Louis, MO). The retention time and the second derivatives of UV-visible spectra
(Waters PDA 996 diode array; Millenium software) of each peak were used to identify the
eluted molecules as described elsewhere (Leclére er al., 2005). For normalization, data were

expressed as a pourcentage of the highest obtained value.

3. Results
3.1 Influence of the culture temperature on mycosubtilin production

Mycosubtilin production was measured after 72 h of culture at different temperature
for the B. subtilis wild-type strain ATCC 6633 and BBG100, a constitutive mycosubtilin
overproducing derivative (Leclere et al 2005). As shown in Fig la, the mycosubtilin
production decreased in a temperature-dependant manner for both strains. Indeed, the
mycosubtilin concentration in the culture broth decreased from 28 mg (mg DW)~1 at25 °Cto
1 mg (mg DW)! at 37 °C for the wild-type strain ATCC 6633, whereas it decreased from 123
mg (mg DW)™ to 16 mg (mg DW)™' for BBG100 in the same conditions. For both strains, a
regression analysis between the mycosubtilin concentration and the temperature led to a
coefficient of determination (R%) of 0,99 and 0,98 for ATCC 6633 and BBG100, respectively.
This demonstrated a direct relation between the production of mycosubtilin and the growth
temperature. Similar analysis on the normalized mycosubtilin values led to a similar
regression slope for both strains (Fig 1b). This showed that the temprature dependency of

mycosubtilin production is equivalent whatever the level of mycosubtilin production.

3.3. Influence of the culture temperature on myc expression.
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The multienzymatic complex involved in mycosubtilin biosynthesis is encoded by the

myc operon. To further characterize the influence of growth temperature on mycosubtilin
production, a myc-lacZ reporter gene fusion was constructed and the expression of myc was
determined at different temperatures. As a few information is available on the myc promoter
sequence, the intergenic region between the upstream pbp gene and fenF, the first gene of the
myc operon was cloned and fused to a spoVG-lacZ promoter-less cassette.
Strain BBG117, a B. subtilis ATCC 6633 derivative containing the myc-lacZ reporter fusion
was grown at different temperatures and the f-galactosidase activity was measured. Samples
were collected at different time periods corresponding : (i) to the exponential growth phase,
(ii) to the transition from the exponential to the stationery phase and (iii) to the stationery
phase. As shown in Figure 2, the level of B-galactosidase activities were maximal in the
samples collected during the transition phase, suggesting that myc expression is maximal at
that culture period. The expression of myc then decrease during the stationery phase.
However, for all the temperatures tested, the B-galactosidase activity profiles were not
significantly different, indicating that myc expression seems to be temperature independent.

To further characterize the influence of the temperature on myc expression, the mRNA
of fenf, the first ORF of the myc operon, was quantified in cold stress condition and compared
to that obtained at 37°C. Therefore, mRNAs of fenF and cspB, encoding the major cold shock
protein, were quantified by RT-PCR using, rp/L mRNA, encoding the ribosomal protein L12,
for data normalization. As shown in Figure 3, the significant increase in the mRNA level
observed for ¢spB at 20 °C traduced a cold shock response of B. subtilis ATCC 6633 under
those conditions. However, at this low temperature no significant differences in the fenF
mRNA level could be observed as compare to the one observed at 37°C. This demonstrated

that myc expression is not affected at low temperature.
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3.2. Mycosubtilin homologues production

Changes in membrane lipid composition, and thus in the intracellular pool of fatty
acids is one of the known consequences of the cell adaptation to low temperature. Since
mycosubtilin contains a fatty acid moiety, we wanted to determine if the proportions of the
different mycosubtilin homologues were also affected by temperature. Therefore, these
proportions were measured after 72 h of growth for B. subtilis strains ATCC 6633 and
BBG100 cultured at 25, 30 and 37°C. As shown in Figure 4, a significant increase in the
proportion of mycosubtilin with odd-numbered fatty acids (i.e. C15 and C17) could be
observed at lower temperature for both strains. By contrast, the proportion of the Cj¢ fatty
acid homologue decreased in these conditions. Production of odd-numbered fatty acid
homologues also seems to be affected by the mycosubtilin production yield. Indeed, for the
mycosubtilin over-producer BBG100, the C17 homologue represented 80% and 77% of the
total mycosubtilin production at 25 and 30°C, respectively, whereas these proportions fall to
71 % and 63 % for the wild-type strain ATCC 6633, under the same conditions (Table 2).

To confirm the increase in the production of mycosubtilin with long chain fatty acid at
low temperature, we performed cold shock experiments. Both B. subtilis ATCC 6633 and
BBG100 strains were first cultured at 30°C for 8 h before being shifted to 25°C for 64 h.
Lipopeptide production and homologues composition were then analysed and compared to
those obtained for the cultures performed at 25 and 30°C for 72 h. As it was previously
observed, significant differences in the proportion of the mycosubtilin homologue produced
occurred for the cultures performed for 72 h at 25 and 30°C (Table 2). In addition, the
differences in the C16 and C17 homologues proportions were more marked for the shifted

culture than those obtained at 25°C (Table 2). Indeed, for BBG100, the C16/C17 homologue
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ratio were equal to 0,25 at 25°C and 0,12 for the shifted culture, whereas these ratio are equal
to 0,41 and 0,22 for the wild-type strain under the same conditions. This could result from a
stronger response of the cell metabolism (i.e. a higher production of odd-numbered fatty
acids) after cold stress. In all cases, the increase in odd-numbered homologue at 25 °C and
after cold shock was mainly due to an increase in the synthesis of mycosubtilin with branched
fatty acids moiety. Similar cold shock experiments from 38 to 30°C performed with BBG100

yielded similar results (data not shown).

4. Discussion

In its natural environment, the surface layer of soil, B. subtilis is exposed to
temperature fluctuations which induce modifications in its physiology and metabolism. At
lower temperature, cells must face several problems, including low membrane fluidity,
reduced enzyme activities, decreased initiation of translation due to stabilized secondary
structures of mRNAs or slower protein folding (Graumann et Marahiel, 1999). Fatty acids are
one of the most important building blocks of cellular materials. In B. subtilis, the membrane
composition is characterized by a fatty acid profile dominated to a large extend by odd-
numbered branched-chain fatty acids, with the major Cs and C,; species (Kaneda, 1977).
These latter were shown to play a major role in the correct physical state of the membrane
lipids, which is required for optimal membrane structure and function. At lower temperature,
the membrane fluidity must increase to avoid transition from a liquid crystaline into a gel-like
phase state of the lipid bilayer. Bacillus cells respond to a decrease in the growth temperature
by desaturating the fatty acids of their membrane lipids though the activation of the Des
pathway (Mendoza et al 2001) and by increasing the proportion of ante-iso branched fatty

acids which present a lower melting point (Suutari and Laasko, 1991, Klein et al. 1999).
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However, it was shown that the deletion of the des genes does not lead to any detectable
phenotype after cold shock, indicating that B. subtilis rather adapts to low temperature by
modifying its iso- and anteiso-fatty acid membrane composition. These modifications must
involve de novo fatty acid synthesis. Anteiso-methyl branches cannot be added by
methylation of existing fatty acids, but are introduced as part of the primer molecule during
the initiation of fatty acid synthesis. Anteiso-branched C15 and C17 fatty acids are formed
from o-keto-B-methylvalerate and 2-methyl-butyryl-CoA, which both derives from
isoleucine. These modifications of the membrane composition at low temperature were
demonstrated in B. subtilis JH642 by Klein and coll (1999). Their results suggested a de novo
synthesis of anteiso C15:0 and C17:0 fatty acids from isoleucine or threonine present in the
culture medium as a response to a cold stress.

In the first step of the mycosubtilin synthesis pathway, the acyl CoA-ligase domain of
myc couples coenzyme A to a cytoplasmic long chain fatty acid. The activated fatty acid is
then transferred to the 4-phosphopantetheine cofactor of the first acyl carrier domain of the
mycosubtilin synthase. In subsequent réaction of condensation, adenylation and thiolation
reactions, the mycosubtilin molecule is synthetized analogous to other nonribosomal peptides
(Duitman et al., 1999). It was also recently demonstrated by chaise experiments that some
flexibility exist in the lengh of fatty acid group incorporated in mycosubtilin molecules
(Hansen et al 2007). All of these suggest that the predominant fatty acid homologue present in
the cytoplasmic pool compatible with the lipopeptide structure is preferentially incorporated.
Therefore, the variation in the composition of this pool following a temperature modification
should also influence the production of mycosubtilin in the same maner. Our results are
clearly supportive with this hypothesis since both low growth temperature or cold shock,

favouring de novo synthesis of odd-numbered fatty acids, led to an increased production of
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mycosubtilin with a C;5 and C;7 fatty acid moiety. In addition, low growth temperature was
also shown to significantly increase the mycosubtilin production yield. Our results suggest
that this increase was not due to an overexpression of myc at low temperature since (i) myc
induction and the concentration of the resulting mRNA were not modified at low temperature;
(ii) the increase of mycosubtilin production was also observed for the constitutive producer
BBG100. Therefore, this increased level of production could rather results from a higher turn
over of the mycosubtilin synthetase at low temperature. This hypothesis is reinforced by the
fact that a similar temperature dependence was observed whatever the level of mycosubtilin
production. This over-production at low temperature is consistent with previous finding
observed for B. subtilis RB14 in solid-state fermentation for an other iturin, iturin A (Ohno et
al 1995, Mizumoto and Shoda 2007).

Lipopeptides were reported to be a key parameter in biofilm formation and
rhizosphere colonization. Therefore, the production of the most active homologue in large
amount facilitate these phenomenons. When considering that the temperature in the
rhyzosphere is rather close to 20 than 37 °C, it is no surprinsing that the lipopeptide

production mechanism seems to be adapted to those low temperatures.

References

[1] Akpa, E., Jacques, P., Wathelet, B., Paquot, M., Fuchs, R., Budzikiewicz, H., Thonart,
P. (2001) Influence of culture conditions on lipopeptide production by Bacillus subtilis.

Appl. Biochem. Biotechnol. 91-93, 551-561.

[2]  Bradford, M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein

utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, 248-254.

273



[3] Dahl, M., Meinhof, C. (1994) A series of integrative plasmids for Bacillus subtilis
containing unique cloning sites in all three open reading frames for translational lacZ

fusions. Gene 145, 151-152.

[4]  de Mendoza, D., Grau, R., Cronan, J. (1993) In: A. Sonenshein, J. Hoch, R. Losik (Eds), Bacillus subtilis
and other gram-positive bacteria. American Society for Microbiology, Washington D.C, pp411-424,

[5] Duitman, E. H.,, Hamoen, L. W., Rembold, M., Venema, G., Seitz, H., Saenger, W.,
Bernhard, F., Reinhardt, R., Schmidt, M., Ullrich, C., Stein, T., Leenders, F., Vater, J.
(1999) The mycosubtilin synthetase of Bacillus subtilis ATCC 6633: a multifunctional
hybrid between a peptide synthetase, an amino transferase, and a fatty acid synthase.
Proc. Natl. Acad. Sci. US A 96, 13294-3299.

[6] Graumann, P. L., Marahiel, M. A. (1999) Cold shock response in Bacillus subtilis. J.
Mol. Microbiol. Biotechnol. 1, 203-209.

[7]1 Guerout-Fleury, A. M., Frandsen, N., Stragier, P. (1996) Plasmids for ectopic
integration in Bacillus subtilis. Gene 180, 57-61.

8] Hansen, D., Bumpus, S., Aron, Z., Kellher, N., Walsh, C. (2007) The loading module
of mycosubtilin: an adenylation domain with fatty acid selectivity. J. Am. Chem. Soc.

6366-6367.

[9] Jacques, P., Hbid, C., Destain, J., Razafindralambo, H., Paquot, M., De Pauw, E,,
Thonart, P. (1999) Optimization of biosurfactant lipopeptide production from Bacillus
subtilis S499 by Plachett-Burman design. Appl. Biochem. Biotechnol. 77, 223-233.

[10] Jarmer, H., Berka, R., Knudsen, S., Saxild, H. (2002) Transcriptome analysis
documents induced competence of Bacillus subtilis during nitrogen limiting conditions.

FEMS Microbiol. Lett. 206, 197-200.

274



[11] Kaneda, T. (1977) Fatty acids of the genus Bacillus: an example of branched-chain

[12]

[13]

[14]

[15]

preference. Bacteriol. Rev. 41, 391-418.

Klein, W., Weber, M. H., Marahiel, M. A. (1999) Cold shock response of Bacillus
subtilis: isoleucine-dependent switch in the fatty acid branching pattern for membrane
adaptation to low temperatures. J. Bacteriol. 181, 5341-5349.

Kugler, M., Loeffler, W., Rapp, C., Kern, A., Jung, G. (1990) Rhizocticin A, an
antifungal phosphono-oligopeptide of Bacillus subtilis ATCC 6633: biological
properties. Arch. Microbiol. 153, 276-281.

Landy, M., Warren, H., Roseman, S., Golio, L. (1948) Bacillomycin, an antibiotic from
Bacillus subtilis active against pathogenic fungi. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 67, 539-
541.

Leclere, V., Bechet, M., Adam, A., Guez, I. S., Wathelet, B., Ongena, M., Thonart, P.,
Gancel, F., Chollet-Imbert, M., Jacques, P. (2005) .Mycosubtilin overproduction by
Bacillus subtilis BBG100 enhances the organism'’s antagonistic and biocontrol activities,

Appl. Environ. Microbiol. 71, 4577-4584

[16] Mizumoto, S., Shoda, M. (2007) Medium optimization of antifungal lipopeptide, iturin A, production by

Bacillus subtilis in solid-state fermentation by response surface methodology. Appl. Microbiol.

Biotechnol. 76, 101-108.

[17]Nishio, C., Komura, S., Kurahashi, K. (1983) Peptide antibiotic subtilin is synthesized

via precursor proteins. Biochem. Biophys. Res. Commun.116, 751-758.

[18]Ohno, A., Ano, T., Shoda, M. (1995) Effect of temperature on production of

lipopeptide antibiotics, iturin A and surfactin by a dual producer, Bacillus subtilis RD14, in

solid-state fermentation. J. Ferment. Bioeng. 80, 517-519.

275



[19]Sambrook, J., Russel, D. (2001) Molecular cloning :a laboratory manual, Cold Spring

Harbor, NY).

[20] Stein, T., Dusterhus, S., Stroh, A., Entian, K. D. (2004) Subtilosin production by two
Bacillus subtilis subspecies and variance of the sbo-alb cluster, Appl. Environ.
Microbiol. 70, 2349-2353.

[21] Stein, T. (2005) Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific functions,
Mol. Microbiol. 56, 845-857.

[22] Suutari, M., and Laakso, S. (1992) Unsaturated and branched chain-fatty acids in
temperature adaptation of Bacillus subtilis and Bacillus megaterium, Biochim. Biophys.
Acta. 1126, 119-124.

[23] Toure, Y., Ongena, M., Jacques, P., Guiro, A., Thonart, P. (2004) Role of lipopeptides
produced by Bacillus subtilis GAl in the reduction of grey mould disease caused by

Botrytis cinerea on apple. J. Appl. Microbiol. 96, 1151-1160.

[24] Zuber, P., Nakano, M., Marahiel, M. (1993) In : A. Sonenshein, J. Hoch, R. Losik (Eds), Bacillus subtilis

and other gram-positive bacteria. American Society for Microbiology, Washington D.C., pp. 897-916.

Figures legends.

Fig. 1 : Mycosubtilin productivity of B. subtilis ATCC 6633 obtained after 72 h of growth in
Landy medium at 25, 30 and 38°C. The data are mean values of three independent
experiments. A : raw values ; B: normalized values.

Fig. 2. B-galactosidase activity determined for BBG117 after 4, 6 and 8 h of growth in Landy
medium at 25, 30 and 38°C. Mean values and standard deviations were obtained from three

independent experiments.
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Fig. 3. Temperature effects on the expression of rplL, fenF and cspB. A: Electrophoretic
profile of purified mRNAs subjected to RT-PCR. B: value of gene expression obtained after
scanning densitometry and normalization for value obtained with rplL.

Fig. 4. Relative abundance of the C;5 (black), C;¢ (Fleischmann et al., 1995) and C,;7 (Toure et
al., 2004) mycosubtilin homologues determined for B. subtilis ATCC 6633 (A) and the
mycosubtilin overproducing strain BBG100 (B) after 72 h of growth in Landy medium. The
data are mean values of three independent experiments. Significance of the difference

between the data was determined by a Student’s #-test at P<0.05.
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Table 1

Plasmids and strains used in this study

Plasmids Description, structure or sequence (5°-3’) Source, restriction site
pGEM-T Easy Cloning vector Promega

pDG1661 Integrative vector at amyE locus Guérout-Fleury et al 1996
pBG107 pmycS promoter into pPGEM-T Easy This work

pBGl111 pmycS —lacZ into pDG1661 This work

Primers

pMYCfo CGTCAAGAATTCTTTATCATTCCATATATACG EcoR1

pMYCrev CGTCAAGAATTCTTTATCATTCCATATATACG BamHI

AmyEfo GGAAGCGGAAGAATGAAGTAAGAGGG

AmyERev GGAAGCGGAAGAATGAAGTAAGAGGG

fenFfo CAAAATGCAGATCCTGAGCA

fenFrev GGCATAGTCATGTGCGTTTG

rplL fo GCTTCCGTTAAAGAAGCAACTG

rplLrev AGAAGCGCCAACTTCTTCAA

cspB Fo AAAAGGTTTCGGATTCATCG

cspBrev AACGTTAGCAGCTTGTGGTC

B. subtilis strains

ATCC 6633 wt Lab stock

BBG100 ATCC 6633 mycS controlled by repU promoter Leclere et al 2005
BBG117 ATCC 6633 amyE::pmyc-lacZ This work

278



Table 2 : Repartition of the C16 and C17 mycosubtilin homologues produced by B. subtilis

ATCC 6633 cultured for 72 h at 25, 30°C and during temperature schift experiments. B and L

are for branched and linear homologue respectively whereas Tot are for the total amount

detetected. ND

determined by a Student’s r-test at P<0.05

non-determined. Significance of the difference between the data was

Temperature ATCC 6633 BBG100
C16 (%) C17 (%) C16 (%) C17 (%)
Tot (B/L) Tot (B/L) Tot (B/L) Tot (B/L)
25 29 (ND) 71 (63/8) 20 (ND) 80 (66/14)
30 37 (ND) 63 (53/10) 23 (ND) 77 (57/20)
Down-shift 18 (ND) 80 (69/11) 11 (ND) 89 (69/16)
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ANNEXE 5

La séquence d’opérations de traitement des cellules issues de la condition témoin et de
I’essai décrites au § 4.3.1.1. est réalisée comme suit : extraction des ARNSs, contrdle de la
quantité et de la qualité des ARNs, transcription inverse et marquage des ARNs par Cy3 et
Cy5, hybridation sonde/cibles, lecture au scanner et prétraitement de 1’image scannée avec le
logiciel Genepix. Les paramétres du traitement des données sous Midas, décrits au § 2.5.4.,

sont réglés aux niveaux précisés sur la figure A.

Read fin-dye pafisl

% Input £ile pairia} Diick to see
% Zne Bad Channsl Tolarsace Policy Strimgent

* Uze channel & flag Yagz

 Uze chanmel B flag Y=o
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% Hode block
% Emooth paramstar .33
A Referznoe Dy
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* Crags log-ratio data k=sp range 3.0 LD

Slioe analvsis

% Flice data population 192
% Dats kesp vangs lowar limit 1.35
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Figure A: Valeur des différents parameétres du traitement des données effectué grice
au logiciel Midas a partir des données brutes issues du traitement par le logiciel
GenePix des puces hybridées en flyp-dye. Les cibles étudiées sont issues de
prélevements réalisées lors de cultures de B. subtilis BBG100 sur milieu de Landy
modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7.0 additionné d’isoleucine a 2 g/L

(essai) ou non (témoin).

Les ARN issus de la condition témoin sont marqués alternativement par Cy3 et CyS.
Les ARN issus de la condition essai sont marqués alternativement par Cy5 et Cy3. Deux
lames sont réalisées en croisant le marquage des cibles (flip-dye) de sorte a pouvoir retirer

I’effet propre aux marqueurs. Le signal émis par le Cy3 est lue sur la voie A et le signal émis
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par le Cy5 sur la voie B. Les résultats des phases principales du traitement des données

peuvent &tre visualisés sur les différents graphiques présentés ci-dessous.

Ak»out thig analveis module:

- experiment data file: G1200G1 REOCR-E7003 .meav
- total data aosunt: 921¢

- post-praeliminary filtering data count: €731

o
=

About this analvslis module:
- expsriment data file: S12032 BRGCE-6T003 , mav
- teotal data oount: 9214
- pogt-prelimlnary £iltering data count: BEAS

Figure B: Représentation du logarithme en base 10 des intensités des spots lus par le
scanner GenePix a partir des puces hybridées en flyp-dye (G120G1 et G120G2). Les
spots représentés ont été conservés aprés exclusion des spots flaggés et apres seuillage
du bruit de fond. En haut : condition « témoin » marquée par Cy3 en fonction de la
condition « essai » marquée par Cy5. En bas condition essai marquée par Cy3 en
Jfonction de la condition témoin marquée par CyS. Les cibles étudiées sont issues de
prélévements réalisées lors de cultures de B. subtilis BBG100 sur milieu de Landy
modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7.0 additionné d’isoleucine a 2 g/L

(essai) ou non (témoin).

La figure B montre que pour les puces G120G1 et G120G2, 485 et 581 spots
seulement sont exclus par le traitement des données apres le flagging et le seuillage du bruit
de fond. La distribution des spots autour de la bissectrice est homogeéne rendant compte de la

qualité des données.
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LOWESS Normalization

Zbout This analyels wodnle:
- experimsnt data file: 212081 SLOCE-ETOCL . mev
-~ procagped data count: 8731

About this amalvels module:
- experiment data file: GIZ03E2 AROCR-E7HC03 .mev
- procegased daba count: BELE

Figure C: Représentation de Uintensité des spots de la figure précédente apres
traitement par I’algorithme de LOWESS (Local WEighted Smoothing Scatterplot). En
haut : condition « témoin » marquée par Cy3 en fonction de la condition « essai »
marquée par Cy5. En bas condition essai marquée par Cy3 en fonction de la condition
témoin marquée par Cy5. A gauche : représentation en logarithme base 2 des
intensités. A droite : représentation du rapport des intensités en base 2 en fonction du

produit des intensités en base 10.

Le lissage des données par 1’algorithme de LOWESS permet d’homogénéiser la
distribution des spots autour de la bissectrice (figure C). Dans notre cas, I’effet du LOWESS
est peu marqué en raison de la bonne qualité des données. Il a cependant permis de redresser

la forme en cédille du nuage de points observée précédemment pour les valeurs basses

d’intensité.
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Figure D : Représentation croisée des intensités des spots montrant la consistance des
résultats du flip-dye : logarithme en base 2 des rapports de la condition « essai »
marquée par Cy3 et de la condition «témoin » marquée par Cy5 en fonction du
logarithme en base 2 des rapports de la condition « témoin » marquée par Cy3 et de la

condition « essai » marquée par CyS5.

L’analyse de consistance des données du flip-dye (figure D) permet de vérifier sur un
méme graphique que la distribution des intensités des spots de la puce G120G1 et de celles de

la puce G120G2 est homogene.
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About this amalvals moduls:
- axperiment data flle: Gl20GL RBA0S-£7003_G1A0G2 #5005 -5THC3R
- pogt-filtering data ocount: 460

Figure E: Représentation des intensités des spots conservés apreés analyse des niveaux
d’expression des génes effectuée a partir des données issus du flip-dye sur la base de
Pexclusion des spots dont la valeur est comprise entre +/-2¢ de la valeur moyenne de
la distribution des valeurs des spots (slice analysis). A gauche : représentation en
logarithme base 2 des intensités. A droite : représentation du rapport des intensités en
logarithme base 2 en fonction du produit des intensités en logarithme base 10.

L’analyse finale basée sur I’exclusion par découpage des spots dont la valeur est comprise
entre +/-20 de la valeur moyenne de la distribution des valeurs des spots permet de conserver
460 spots correspondants a des génes exprimés de facon différentielle entre la condition

témoin et la condition essai (figure E).

L’analyse des duplicats permet finalement, grice au traitement détaillé au § 2.5.4.2.

d’établir une liste d’une centaine de génes significativement régulés.
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