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1. Synthèse bibliographique 

1. SVNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1. 8ACILLUS SUBT/L/5 :ORGANISME MODELE DES GRAM+ 
,, 
:'Les micro-organismes appartenant au genre Bacillus ont une morphologie bacilliforme 

et sont le plus souvent rectilignes, à extrémités carrées ou arrondies, de taille variable, de 0,5 

x 1,2 Jlm jusqu'à 2,5 x 10 Jlm. Ils sont à Gram positif, généralement mobiles grâce à une 

ciliature péritriche, aérobies ou aéra-anaérobies, le plus souvent catalase positive et donnant 

une réponse variable au test de l'oxydase. Lorsque les conditions environnementales 

deviennent défavorables, les Bacillus forment des spores, une seule spore par cellule 

végétative, souvent très résistantes dans le milieu extérieur. Il est intéressant de noter que ce 

phénomène de sporulation n'est pas inhibé par l'oxygène. Les Bacillus sont des germes de 

l'environnement dont l'habitat principal est le sol où ils joueraient un rôle dans les cycles du 

carbone et de l'azo~e. 7 
La résistance des spores et la diversité physiologique des formes 

végétatives en font des bactéries très ubiquistes que l'on peut isoler du sol, de l'eau de mer, de 

l'eau douce ou de denrées alimentaires. Deux espèces ont un pouvoir pathogène indiscutable: 

B. anthracis et B. ce reus. D'autres espèces sont des pathogènes opportunistes notamment pour 

les individus débilités. B. subtilis (figure 1) n'est certes pas un pathogène, il n'est même pas 

considéré comme un opportuniste mais a tout de même été isolé, chez l'homme, lors 

d'endocardites, de pneumonies, de bactériémies, de septicémies ou d'infections oculaires. Il 

est aussi responsable de quelques rares cas de taxi-infections alimentaires où il a pu être isolé 

en grand nombre à partir d'aliments altérés (viandes froides, pâtés, farces, pizza, pains 

complets). 
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Figure 1 : Image de B. subtilis prise au microscope électronique (échelle :1 cm 12 f.1m) 

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 à ses 

balbutiements. Depuis, « B. subtilis est sans conteste considéré comme la bactérie modèle des 

bactéries à Gram+ mais aussi comme l'un des organismes les plus étudiés» (Sonenshein et al., 

2001). Sa machinerie métabolique et aussi sa capacité à sporuler ont été étudiées comme un 

modèle 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 

modèle stratégique pour l'étude de bactéries pathogènes telles que B. anthracis ou B. ce reus. 

Les Bacillus sont réputés pour être difficiles à isoler et à mettre en culture, mais 

l'espèce subtilis présente la capacité de croître assez facilement, jusqu'à atteindre de hautes 

densités cellulaires, proches de 120 g/L en poids sec. ·Par conséquent, il a rapidement été 

considéré comme un candidat à l'industrialisation notamment pour la production d'enzymes 

telles les protéases et les cellulases, dans l'industrie des détergents, ou encore les amylases, 

utilisées dans l'industrie du pain. Sa capacité à produire naturellement un large éventail 

d'antibiotiques, comme la bacitracine, en fait un organisme d'intérêt également pour l'industrie 

pharmaceutique. La variété natto de B. subtilis est également utilisée au Japon pour fabriquer 

un plat traditionnel à base de soja fermenté. 

Toutes ces raisons ont motivé le lancement dans un effort commun, européen et 

japonais, du séquençage complet du génome de la souche de laboratoire B. subtilis 168 (Kunst 

et al., 1997). Ce fut la première bactérie à Gram positif dont l'intégralité du chromosome était 
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révélée. De l'accès à 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 séquence d'environ 4 millions de 

nucléotides a permis de dénombrer quelques 4200 gènes. Parmi eux, 60 % codent des 

protéines dont les fonctions étaient reconnues de façons putatives. Restaient par conséquent 

40% des gènes pour lesquels aucun indice suffisamment précis n'était disponible quant à leur 

fonction. Le séquençage 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 l'évolution des génomes et la régulation génique. 

1.2. LES PEPTIDES NON RIBOSOMAUX ET LEUR SYNTHESE 

La diversité des produits naturels synthétisés par les micro-organismes constitue 

depuis des décennies un véritable réservoir de molécules. Ces métabolites secondaires ont été 

lentement façonnés et améliorés pour leurs fonctions biologiques, résultat de millions 

d'années d'évolution. Ils représentent de nos jours les échafaudages prometteurs pour le 

développement de composés aux applications très diverses. Cette optimisation peut être 

envisagée par l'optimisation in vivo de la sélectivité des procédés de synthèse ou, plus 

récemment, par l'introduction par génie enzymatique et par chimie combinatoire de 

modifications ponctuelles qui permettent l'obtention de dérivés semi-synthétiques à partir des 

structures existantes (Grunewald et Marahiel, 2006). 

Parmi ces produits naturels, les produits peptidiques représentent une sous-classe 

importante aux applications diverses et à l'affichage thérapeutique prometteur. lls peuvent être 

classés en différents groupes selon leurs voies de synthèse. Les }antibiotiques, 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. lls 

sont synthétisés par une voie particulière, dite non ribosomale, à l'aide de complexes 

multienzymatiques de très grandes tailles appelées NRPS (Non Ribosomal Peptide 

Synthetase). Ces enzymes sont remarquables de par leur masse puisqu'elles peuvent atteindre 

cinq mégadaltons, soit une masse deux fois plus importante que celle des ribosomes. 
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L'observation récente par microscopie à fluorescence (figure 2) d'une NRPS, la surfactine 

synthétase, marquée à la Yellow Fluorescent protein (YFP) révèle sa présence de manière 

diffuse dans le cytoplasme (Straight et al., 2007). Fait remarquable, il semblerait que les 

NRPS soient visibles en simple microscopie à transmission électronique mais cette 

observation demande à être vérifiée (Straight et al., 2007). 

Figure 2: A gauche : localisation par microscopie à fluorescence du méga-complexe 

protéique SrfAB-YFP dans B. subtilis 3610. Au centre: visualisation par microscopie à 

fluorescence des membrane marquées au TMA-DPH (Molecular Probes, Eugene, OR). A 

droite : superposition des deux images rendant compte de la diffusion de SrfAB- YFP( en vert) 

dans le cytoplasme (Straight et al., 2007). Echelle (barre, 1 f-1m) 

Dans la synthèse non ribosomale, les NRPS jouent le rôle de matrice, comparable à 

celui de l' ARN messager dans la voie classique, et celui d'usine de synthèse, comparable aux 

ribosomes, aux ARNt et à l' ARNt synthétase. La synthèse d'un peptide d'origine non­

ribosomale fait souvent appel à plusieurs NRPS codées par des gènes organisés en opéron. 

Ces derniers sont organisés par modules. Chaque module est responsable de l'incorporation 

d'un acide aminé spécifique dans la chaîne peptidique en cours d'élongation. Les modules 

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

enzymatique particulière. Il existe quatre types de domaines principaux. 
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DomaineC 

DomainePCP 
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- le domaine d'adénylation (A) : il permet la reconnaissance d'un acide aminé spécifique et 

son activation grâce à une réaction d'adénylation; l'acide aminé est transformé en aminoacyl 

adénylate. 

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

fixation l'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 à deux domaines T distincts. 

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

linéaire ou cyclique. 

La figure 3 montre un exemple de synthèse par un méga-complexe formé de plusieurs 

NRPS, la surfactine synthétase (Sieber et Marahiel, 2003). Ces NRPS sont au nombre de trois, 

SrfA, SrfB et SrfC, comprenant globalement 7 modules permettant l'incorporation de 7 acides 

aminés, eux-mêmes subdivisés en 24 domaines responsables de 24 réactions enzymatiques 

permettant l'élongation du peptide dans le sens N~C-terminal. 
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Figure 3: Exemple de synthèse par un complexe de NRPS, la surfactine synthétase (Sieber et 

Marahiel, 2003). Les 24 domaines, symbolisés par A (adénylation), T (thiolation), C 

(condensation) et TE (thioestérase) sont regroupés en 7 modules appartenant à 3 NRPS 

distinctes, SrfA, SrfB et SrfC. Le peptide en cours d'élongation est lié aux domaines T de la 

surfactine synthétase par des bras phosphopantéthéinique (Ppan) 

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

biosynthèse linéaire où i 1· y a colinéarité entre la synthétase et le peptide produit. Cela signifie 

que l'enchaînement des modules de la synthétase correspond à celui des monomères 

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

second type rencontré est la biosynthèse itérative où certains modules de la synthétase sont 
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utilisés plus d'une fois lors de la synthèse d'un même peptide. Enfin, le dernier type est la 

biosynthèse non linéaire où l'agencement des modules de la synthétase est différent de celui 

des monomères du peptide. On peut également retrouver des monomères 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 à la synthèse d'acides gras. Les domaines PKS peuvent être 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 et al., 1997) synthétisées à partir d'un précurseur 

peptidique non ribosomal commun, le tripeptide-ACV. D'autres substances ont les mêmes 

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 à elle considérée 

comme un agent immuno-suppressif (R yffel et al., 1994 ). La bléomycine A2 (Muller et al., 

1983) et l'épothilone (Tang et 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 et 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'être non seulement assemblés à partir des 20 

acides L-aminés protéogéniques mais aussi à 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 (Sie ber et Marahiel, 2005). 
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• fatty acids nonprotemogenic am1no acids 

Mycosubt1lin 

• heterocyclization Carboxy acids and sugars 

Vibriobactin Cyclosporin Bac1llibactin 

Pristinamydn Vancomycin 

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 à leur structure. 

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

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

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

bacitracine, l'élément hétérocyclique permet une complexation cation-dépendante spécifique 

du groupement phosphate d'un transporteur lipidique de type isoprényl impliqué dans la 
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synthèse de la paroi bactérienne, menant à une déplétion de ce transporteur et finalement au 

blocage de la synthèse de la paroi (Toscano et Storm, 1982). Dans le cas de la vancomycine, 

l'ossature de l'heptapeptide est rigidifiée par une liaison covalente atypique entre deux cycles 

aromatiques. La conformation remarquable de ce glycopeptide permet ensuite l'établissement 

de cinq liaisons hydrogènes avec les terminaisons N-acyl-D-Ala-D-Ala des chaînes du 

peptidoglycane bactérien ce qui inhibe les étapes de transglycosylation et/ou de 

transpeptidation nécessaire à la synthèse de la paroi (Barna et Williams, 1984). Dans le cas de 

la mycosubtiline, la contrainte dans la structure est obtenue grâce à la cyclisation de 

l'heptapeptide et à 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 à ce lipopeptide de s'introduire dans la bicouche 

lipidique pour la désorganiser en formant des oligomères. 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 entraînent 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 8. SUBT/L/5 

Les lipopeptides de B. subtilis 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 a-aminés (iturines, surfactines) ou de 

huit L- et D-acides a-aminés (fengycines). Le cycle heptapeptidique est directement lié en B 
d'une longue chaîne hydrocarbonée par une liaison ester (surfactines) ou une liaison amide 

(iturines). Le cycle octapeptidique de la fengycine est formé à partir d'un décapeptide par 

liaison ester interne entre la fonction hydroxyl de l'acide a-aminé C-terminal, laD-Tyr, et la 

fonction carboxyl de la D-alloThr. Le décapeptide est lié à son extrémité N-terminale par 

liaison amide à une chaîne hydrocarbonée B-hydroxylée (Vanittanakom et al., 1986). 

La grande diversité des lipopeptides s'exprime par l'incorporation dans leur structure 

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

(série D ou L) 

L1 L2 03 L4 L5 06 L7 

s (1) Glu Leu Leu Val Asp Leu Leu 1 

[Glnl] S Gin Leu Leu Val Asp Leu Leu 2 

[Ala4] S Glu Leu Leu A la Asp Leu Leu 3 

[Leu4] S Glu Leu Leu Leu Asp Leu Leu 4 

[1Le4] s Glu Leu Leu Ile Asp Leu Leu 4 

[Val7] S Glu Leu Leu Val Asp Leu Val 5 

[Ile7] S Glu Leu Leu Val Asp Leu Ile 6 

[Ile4,7] S Glu Leu Leu Ile Asp Leu Ile 7 

[Ile2,4,7] S Glu Ile Leu Ile Asp Leu Ile 7 

[Ile2] [Val7] S Glu Ile Leu Val Asp Leu Val 4 

[Val2] [Ile7] S Glu Val Leu Val Asp Leu Ile 4 

[Val2,7] S Glu Val Leu Val Asp Leu Val 4 

[Ile2,4] S Glu Ile 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 8. SUBTILIS 

1.4.1. FAMILLE DES ITURINES 

L'isolement des iturines à 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 l'antibiotique de Raubitschek en 1950 pour designer en fait l'iturine A dont la 

composition en acides a-aminés avait été 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), 
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F (Peypoux et al., 1985), L (Peypoux et al., 1984), Le (Eshita et al., 1995), la mycosubtiline 

(Walton et Woodruff, 1949) et l'iturine A (Garbay-Jaureguiberry et al., 1978). Notons 

l'existence d'autres formes mineures, les iturines B, C, D etE et les mycosubtilines B etC. 

Tableau 2: Séquences peptidiques des principales iturines et leurs isoformes. BLC, BL, BD et BF 

représentent les bacillomycines LC L, D et F; IA, l'iturine A; MS, la mycosubtiline. i = iso; a = 

anteiso et n = normal 

Noms Acides aminés 
Acides gras ~-aminés 

majoritaires 

L1 D2 D3 L4 LS D6 L7 

BLC Asn Tyr Asn Ser Glu Ser Thr 

BL Asp Tyr A sn Ser Gin Ser Thr nC-14, aC-15, iC-15 

BD Asn Tyr A sn Pro Glu Ser Thr nC-14, nC-16, iC-15 

BF Asn Tyr A sn Gin Pro A sn Thr iC-15, aC-17, iC-17 

lA Asn Tyr A sn Gin Pro Asn Ser nC-14, aC-15, iC-15 

MS Asn Tyr A sn Gin Pro Ser Asn iC-16, aC-17, iC-17 

Les iturines possèdent une structure cyclopeptidique (Delcambe et al., 1977) (Besson 

et al., 1978b) dont les acides a-aminés de type asparagine, glutamine, thréonine, sérine, 

praline 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 à une chaîne d'acide gras ~-aminé dont la longueur peut varier 

de 14 à 17 atomes de carbone. La masse moléculaire de ces antibiotiques varie de 1021 à 

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 l'asparagine! par l'acide L-aspartique et la présence d'un deuxième résidu 

sérine dans la bacillomycine L; de même la bacillomycine D présente un résidu Glu au lieu de 

Gin dans les autres cas. Ces spécificités sont répertoriées dans le tableau 1. Besson et Michel 

ont isolé en 1988 des bacillomycines Fb (Cs2Hs,N110Is), Fe (Cs2HsoNw016) qui diffèrent de 
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bacillomycine F ou Fa (Cs2H82N 12014) 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 et al., 1986). La 

mycosubtiline se distingue de l'iturine A uniquement par l'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 chaîne latérale de l'asparagine ou de la glutamine pouvant 

être hydrolysée pour donner de l'acide aspartique et glutamique dans les conditions très acides 

d'extraction utilisées. 

Des dérivés mineurs d'iturines ont aussi été détectés au cours d'autres purifications: 

elles diffèrent de l'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 à elle suite à la méthylation des groupements 

carboxyliques de ces acides aminés (Besson et Michel, 1987). Un échantillon d'iturine a été 

appelé iturine AL pour sa forte teneur en acides gras à longue chaîne 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 étudiées par RMN (1H et 13C) à deux dimensions et par modélisation. La 

structure de l'iturine A est stabilisée par 2 coudes P qui la rendent rigide, particulièrement 

dans la région de la L-Pro5-D-As!l(;. Ces coudes p impliquent des liaisons hydrogènes entre le 

CO de la L-Glll4 et les NH de la Ser7 et de l'acide gras P-aminé. Les chaînes latérales des 

acides aminés (celle de laD-Tyr spécialement) ont un grand degré de liberté, ce qui permet 

des interactions avec l'environnement (Genest et al., 1985) (Marion et al., 1986). Dans le cas 

de la mycosubtiline, le cycle peptique est plutôt rigide dans la région de la L-Pros et stabilisé 

par un équivalent du coude y (C7 bend), ce qui permet au groupe carbonyl de la Ser6 

d'interagir avec son propre groupe hydroxyl (Genest et al., 1987). La simple inversion des 

deux derniers acides a-aminés de l'iturine A (Ser6-Asn7) entraîne une conformation différente 

de la mycosubtiline (AsnrSer6) (figure 5). 
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b 

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

Les études de modélisations moléculaires réalisées dans le cadre de la thèse de Hbid 

en 1996 montrent que ces deux molécules présentent une structure en "cuvette à bord plat" 

dans laquelle la tyrosine est toujours dégagée vers l'extérieur du cycle et l'asparaginyl-3, dans 

le même sens que l'acide gras P-aminé. De plus, concernant la mycosubtiline, la proline5 et la 

sériné sont dans le plan de la cuvette. Les asparaginyl-1 et 7 ainsi que la glutaminyl-4 sont 

sur le bord mais orientés vers l'extérieur de la cuvette. Chez l'iturine A, les groupements 

asparaginyl-1, glutaminyl-4 et séryl-7 sont orientés dans le sens opposé à l'acide gras P­

aminé; la proline5 reste dans le plan du squelette peptidique et l'asparagine6 est orientée dans 

le même sens que l'acide gras P-aminé. Malgré la structure semblable en "cuvette à bord plat" 

de ces deux iturines, le cycle peptidique de la mycosubtiline est plus dilaté par rapport à 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 

Les lipopeptides appartenant à la famille des iturines présentent les propriétés 

caractéristiques des composés amphiphiles. Les activités biologiques, physico-chimiques, de 

surface et interraciales sont étroitement liées à l'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'agrègent spontanément pour former des 

micelles dans lesquelles la partie polaire est exposée à l'eau. Ces molécules agissent comme 

des surfactants, elles diminuent la tension superficielle des solutions aqueuses suite à leur 

adsorption à l'interface air- eau où elles forment une monocouche. Peu de données sont 

disponibles sur la mycosubtiline, en revanche, la surfactine et aussi l'iturine A ont été 

largement étudiées (Maget-Dana et al., 1992). Les paramètres 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 paramètres, par exemple le 

NaCl diminue la CMC (Thimon et al., 1992). Des études ont été menées sur la capacité des 

lipopeptides à produire des mousses. Par exemple, à longueur de chaîne lipidique égale, la 

surfactine forme une mousse plus dense que l'iturine A mais cette dernière 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 à la CMC atteint la valeur 27 mN/rn pour la 

surfactine alors qu'elle approxime 50 mN/rn pour les iturines (tableau 2). Les surfactines 

forment aussi plus facilement des micelles avec une valeur de CMC de 9 J1M. 

Tableau 2: Propriétés inteifaciales des antibiotiques ituriniques comparées à celles de la surfactine 

(Fhimon et al., 1992) 

Lipopeptides (l)"f CMC (mN/rn) <
2lCMC (25°C) (J.lM) 

Surfactine 27* 9 

IturineA 54,5 43 

Iturine C 49,5 80 

Mycosubtiline 55 37 

Bacillomycine L 46 160 

Bacillomycine D 53 170 

Bacillomycine F 50,5 27 

(!) Tension interraciale à la concentration micellaire critique; (ZJ 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 l'iturine A et la surfactine, en l'absence de 

cations minéraux, améliorerait les interactions entre la membrane érythrocytaire et l'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: après 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 

oligomères (agrégats de lipopeptides ou complexes lipopeptides-phospholipides ou 

lipopeptides-phospholipides-stérols) conducteurs d'ions. Les pores formés vont s'élargir 

progressivement et vont entraîner la fuite de cations potassium (K+) intracellulaires, de 

nucléotides, de protéines, de polysaccharides et de lipides (Latoud et al., 1987) (Maget-Dana 

et Ptak, 1990). 

1 
La présence du résidu D-Tyrosyl en position 2 des iturines joue un rôle important 

puisqu'une méthylation de ce résidu diminue drastiquement leur activité biologique de même 

que leur effets sur des membranes modèles (Hamois et al., 1989). Le tableau 3 présente une 

comparaison des CMI et QMI pour différents lipopeptides de B. subtilis et le tableau 4 

présente ces mêmes activités pour des homologues différents d'iturine A. 
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Tableau 3: Comparaison des concentrations 

minimales inhibitrices (CM/) de différentes 

iturines vis-à-vis de S. cerevisiae (Thimon et 

al., 1992) 

Lipopeptides 

Iturine A 

Mycosubtiline 

CMI vis-à-vis de 

S. cerevisiae 

(J.IglmL) 

20 

8 

Bacillomycine L 60 

Bacillomycine F 10 

Bacillomycine D 250 
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Tableau 4: Quantité minimale inhibitrice 

(QMI) des homologues d'iturine A vis-à-vis de 

S. cerevisiae NCYC 366 (Hbid, 1996) 

Homologues de QMI vis-à-vis 

lipopeptides de S. cerevisiae 

(J.Lg) 

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-à-vis de S. cerevisiae atteint 8 

flM. Une étude sur l'effet de la longueur de la chaîne et de l'isomérie des iturines A montre 

que l'activité antifongique est d'autant plus élevée que la chaîne est longue. De plus, il 

semblerait que l' isoforme nC-16, soit plus active que l' isoforme isoC-16. 

1.4.2.2.2. Activité antibactérienne 

L'activité antibactérienne est restreinte pour les iturines à 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 MgCh. La méthylation des groupements aspartyl 

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

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

Les iturines possèdent 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 dû à l'association de l'antibiotique aux 

liposomes (Besson et al., 1989). La baisse de cette activité est aussi observée lorsque 

l'hémolyse a lieu dans un plasma contenant du dextran à haut poids moléculaire; de même 

lorsque la tyrosine des iturines est substituée, on constate une diminution d'un facteur dix de 

cette activité. Par contre, l'ajout de la phospholipase A2 (PLA2) à la suspension d'érythrocytes 

favorise l'hémolyse à hauteur de 20% (Latoud et al., 1986). 

L'activité hémolytique de l'iturine A et son interaction avec les membranes 

d'érythrocytes sont améliorées en présence de surfactine. La modification de ces propriétés 

serait due à la formation de micelles mixtes. Ce type de complexe est facilement généré 

lorsque les deux 1ipopeptides se trouvent dans des solutions aqueuses en absence de cations 

minéraux (Thimon et al., 1992) (Maget-Dana et al., 1992). Le tableau 5 présente une 

comparaison des activités hémolytiques de différentes iturines de B. subtilis et le tableau 6 

présente ces mêmes activités pour des homologues différents d'iturine A. 

Tableau 5: Comparaison des concentrations 

donnant 100% d'hémolyse (valeurs calculées 

pour une suspension d'érhytrocytes de 2,5. 106 

cellules/ml) (Quentin et al., 1982) (Besson et 

al., 1989) 

Iturines 

lturine A 

Mycosubtiline 

Bacillomycine L 

Bacillomycine F 

Bacillomycine D 

Concentration 

provoquant 100% 

d'hémolyse (JJ.g/mL) 

25 

7,5 

15 

ND 

30 

31 

Tableau 6: Concentration des homologues 

d'iturine A et de suifactine donnant 50% 

d'hémolyse (Hbid, 1996) 

Homologues Couc. donnant 50% 

d'iturine A d'hémolyse (~) 

Iturine A nC-14 26 

Iturine A iC-15 20 

Iturine A iC-16 15 

Iturine A nC-16 14 

Iturine A aiC-17 9 
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La mycosubtiline a la meilleure activité hémolytique puisque seulement 7,5 f..Lg/mL 

sont nécessaires pour provoquer 100% d'hémolyse. Les tests menés avec les homologues 

d'iturine A montrent que la longueur de la chaîne carbonée joue un rôle important dans 

l'activité hémolytique. 

1.5. SYNTHESE DE LA MYCOSUBTILINE CHEZ 8. SUBT/LIS 

1.5.1. LA MYCOSUBT/LINE SYNTHETASE : UNE ENZYME MUL T/FONCT/ONNELLE HYBRIDE 

La synthèse de mycosubtiline est accomplie par la mycosubtiline synthétase, MyeS, 

une enzyme hybride PKS/NRPS. L'opéron codant pour MyeS 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. Il est encadré par une séquence 

"terminateur" située à 685 bp en amont du premier ORF (Aron et al., 2007) et une autre 71 bp 

en aval du dernier ORF (mycC). Comme dans la plupart des opérions, les régions 

intergéniques des 4 ORFs contiennent chacune une séquence de Shine-Dalgarno. Le premier 

ORF de l'opéron de la mycosubtiline, fenF, code pour une protéine de 45,2 kDa similaire à 

une malonyl-CoA transacylase (ou acyltransférase). FenF a pour fonction de charger sur le 

domaine ACP2 le motif malonate nécessaire à l'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 confère une configuration D- aux 

acides aminés qui y sont activés. 

Mye A présente une structure fonctionnelle remarquable faisant de lui le premier 

exemple d'une enzyme naturelle hybride d'acide gras synthétase, d' arninotransférase et de 

peptide synthétase (Duitman et al., 1999). En effet, le domaine KSD présente 53% 

d'homologie avec les ~-cétoacyl synthétases. Ce domaine est suivi d'un domaine AMT, 

présentant 54% d'homologie avec les glutamate-semialdéhyde aminotransférases. 
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MycA (449 kDa) 

MycC (298 kDa) 
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MycB (612 kDa) 
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Figure 6: Biosynthèse de mycosubtiline par la mycosubtiline synthétase MyeS. Le domaine 

F enF est une acyltransférase. Les Il domaines de MycA sont symbolisés par AL ( acylligase ), 

ACP (acy! 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 TE 

( 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 

chaînes d'acides gras et possède un site de fixation d' ATP. Il fonctionne de pair avec le 

domaine ACPl. Il permettrait l'activation de l'acyl puis le chargement d'un acyl-adénylate 

sur le thiolate du bras phosphopanthétéinique du domaine ACPl. Le chargement de l'acyl 

semblerait ne pas dépendre de la longueur de se chaîne carbonée lorsque celle-ci est comprise 

entre C-1 0 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' ACPl en 

fonction de l'isomérie, -n, iso, ou anteiso, de la chaîne d'acyl. 

Les domaines ACPl 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 synthèse des acides gras opèrent 

généralement selon un mécanisme complexe de type ping-pong bi-bi. Partant de l'hypothèse 

où FenF opèrerait de même, des études récentes de cinétiques enzymatiques ont permis de 

mieux appréhender les spécificités entre FenF, les différents sites de fixations d'acyl de 

MycA, à savoir ACPl et ACP2, et le malonyl-CoA ou différents analogues du malonyl-CoA 

(Aron et al., 2007). 

Ces études montrent que FenF charge de façon très spécifique le malonyl-CoA sur les 

domaines ACP, sans toutefois distinguer réellement ACP2 d' ACPl. Ce manque de spécificité 

ouvrirait des perspectives pour le développement d'analogues plus actifs. Il est à noter que le 

rôle jusque-là inexpliqué du segment D du domaine PKS pourrait être lié à la régulation du 

temps de transfert du malonyl sur ACP2 mais ce n'est à ce stade qu'une hypothèse (Aron et 

al., 2007). 
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Le domaine KS assure la condensation de l'acyl thioester et du malonyl thioester 

portés par les domaines ACP1 et ACP2. L'activité ~-cétoacyl synthétases du domaine KS 

permet l'obtention d'un ~-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 l'activité acyltransférase présente dans un module PKS n'est pas présente. 

Contrairement à la synthèse des acides gras classiques, le ~-céto acyl thioester n'est 

pas converti en acide gras après réduction et hydratation. Il est converti en ~-amino acyl grâce 

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 là-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 ~-amino acyl par liaison thioester sur le bras 

phosphopanthétéinique du domaine PCPl. 

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

synthétase ou NRPS de MycA. Ce module permet l'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 dès 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-

COOH 

Série iso 

CHa 

HaC~COOH 
Série antéiso 

HaC~COOH 
CHa 

Figure 7: Séries des isoformes d'acides gras n, iso et anteiso. Exemples donnés pour l'acide 

gras C14H2s02. 
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Des analyses ont montré que les acides gras saturés iso et anteiso (figure 7) 

représentent 60 à 90% des acides gras totaux de B. subtilis (Bishop et al., 1967). Dans la 

majorité des cas, la synthèse de novo des acides gras consiste en la condensation répétée du 

malonyl-ACP avec l'acétyl ACP par la palmitate ou l'acide gras synthétase ; le produit final 

étant 1' acide palmitique lorsque le cycle est répété six fois et que le motif élémentaire de la 

synthèse est un acétyl-ACP. 

Chez B. subtilis, les motifs élémentaires appelés chaînes initiatrices de la palmitate 

synthétase sont plutôt des esters à courtes chaînes d'acyl-ACP branchés, tels que l'isobutyryl, 

l'isovaléryl et le méthyl-2-butyryl (Kaneda, 1973). Le malonyl-ACP joue le rôle d'élongateur 

de la chaîne carbonée et le NADPH de cofacteur donneur d'électrons. Avec comme motif 

élémentaire le méthyl-2-butyryl -ACP, l'équation globale de cette réaction peut s'exprimer 

comme suit: 

méthyl-2-butyryl -ACP + 5 malonyl-ACP + 12 NAD PH + 12 H+ ---+Acide gras aiC-15 + 6 C02 

+ 12NADP+ 

L'isobutyryl-CoA, l'isovaléryl-CoA et le méthyl-2-butyryl-CoA proviennent de la 

transformation de l' a-cétoisovalérate, l' a-cétoisocaproate, et le L-a-céto-~-méthylvalérate 

sous la catalyse d'une a-cétoisovalérate déshydrogénase. Ces composés intermédiaires 

dérivent de la synthèse de novo soit de l'apport exogène respectif de la valine, de la leucine et 

de l'isoleucine. Nous discuterons dans la suite du travail de l'importance de ce carrefour 

métabolique pour l'obtention des mycosubtines branchées, particulièrement pour l'isoforme 

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 

l'espèce (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 à courte chaîne 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 (indiqué 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-a-Céto méthyl a-Céto a-Céto butyrate 

isovalérate isocaproate valérate valérate 

Acide à Iso butyrate Isovalérate D-a- n-Butyrate Propionate n-

courte chaîne Méthylbutyrate valérate 

Outre les trois précurseurs d'acides gras précités, un certain nombre d'acides gras à 

chaînes courtes (C3 à C6) pourraient servir à l'initiation "artificielle" des acides gras à plus 

longue chaîne (Kaneda, 1963). 
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Figure 8 : Voies métaboliques de deux acide gras synthétase. A 1 catalyse opérée par l' acyl­

CoA-ACP transacylase et B 1 catalyse opérée par l'acétyl-CoA-ACP transacylase (Kaneda, 

1977) 
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Le produit final, la nouvelle chaîne d'acide gras libre formée, serait relâché dans le 

milieu par l' ACP suite à une hydrolyse enzymatique. La différence majeure entre les 

synthétases d'acides gras branchés et celles d'acides gras linéaires réside dans leur spécificité 

face à l'initiateur de la chaîne catalysé par la transacylase acyl-CoA-ACP. La première 

préfère les esters d'acyl-CoA de trois à six carbones, tandis que la seconde utilise les esters 

d'acyl-CoA de deux à trois carbones. La figure 8 schématise ces deux voies de synthèse 

d'acides gras saturés par leur synthétase respective (Kaneda, 1977). La figure 9 résume les 

principaux éléments et facteurs nécessaires à la biosynthèse des acides gras branchés. Les 

facteurs principaux affectant les proportions relatives des séries d'acides gras branchés 

peuvent donc être classés en 3 catégories: 

i. L'activité relative face aux trois précurseurs de chaînes d'acides gras de l'acide 

gras synthétase au niveau de l'étape C. 

ii. La disponibilité relative des précurseurs de chaînes d'acides gras dans les trois 

voies, endogène (voie A1) et exogènes (voies A2 et D). 

iii. La quantité des élongateurs de chaînes ("donneur de Cz" à l'étape C). 

Glucos• 

! 
1 Pyru•ote ~lao!e..cine 

a-Ketobutyrot• Volin• 
(Endogeno\11 l'fecunon) le..cine 

"'-~ y {Exogeno.;a 1>f.Curacn) 

, •• 1( ... «idt) 

B 1 ~2-Methylbvtyrote 
!i#and••d· C• and-C ,.,;,.,.j...JL laobutyrote 
'-::,: __ ..._::_--i!.J ---'- laovolerote 

C 1 r"C,•do-• (fiiOIJ""CUt SuMtrOt .. J 

I"'M~· fÎ~n &'r& oeiiis!l 

Figure 9: Précurseurs et voies de biosynthèse 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 

l'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 exogène d'isoleucine 

incorporée dans le milieu de culture permet à B. subtilis de mieux résister au froid (Klein et 

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 gènes codant pour des 

petites protéines, appelées protéines de choc froid ou CSP, plus particulièrement CspB et 

CspC. Il s'agit en fait de protéines (Graumann et Marahiel, 1999) capables de se fixer sur 

l' ARNm. Elles interviennent dans la régulation de la traduction en stabilisant les ARNm et en 

empêchant la formation de structures secondaires. Une hypothèse intéressante découlant du 

travail de Klein et al., 1999 serait qu'elles pourraient être impliquées dans la stabilisation des 

ARNm des enzymes impliquées dans les voies de synthèse et de dégradation des acides 

aminés branchés. 

1.6. PRODUCTION D'ITURINE 

Aucune étude dédiée à 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 l'importance de la température et de l'apport en oxygène dans les premières heures de 

culture sur la production d'iturine par B. subtilis NB22. En effet, le changement de la 

température de 30°C à 25, 37, 42 ou 48°C durant le premier jour de culture, de même que la 

diminution de l'aération par modification de la fermeture des fioles de culture réduisent 

drastiquement la quantité totale d'iturine produite. La culture effectuée à température 

constante à 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 oxygène dissous après 

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. Ils en ont conclu à l'utilité de l'oxygène. 

Outre ces paramètres physiques et physico-chimiques, la production d'iturine est 

largement tributaire de la composition du milieu de culture (Besson et al., 1987) (Sandrin et 

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 et 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 biosynthèse d'iturine A par S499. D'autres auteurs complètent ce travail en 

montrant qu'un milieu de culture avec une source d'azote organique, une concentration élevée 

en peptone, en magnésium et en manganèse, 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 synthèse 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 

être obtenues en remplaçant 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 P-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 biosynthèse de ce composé lipopeptidique par ATCC 6633, 

la présence de valine permettait d'augmenter la proportion d'acide gras P-hydroxylés iso 

pairs, la présence d'isoleucine celle d'acides gras P-hydroxylés anteiso impairs 
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(particulièrement l'homologue C-15) et la présence de leucine celle d'acides gras /3-
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 à 1' échelle 

du bioréacteur aéré et à agitation mécanique est rendu compliqué à cause du moussage qui 

occasionne diverses difficultés et notamment des pertes importantes de volume réactionnel. 

Une stratégie intéressante consiste à récupérer la mousse qui a débordé dans des collecteurs 

de fractions. Ce type de dispositif est refroidi afin de favoriser le retour à l'état liquide des 

mousses et ainsi limiter le volume de collecte. Ce processus a été employé par différents 

auteurs (Cooper et al., 1981) (Neu et Poralla, 1990) et a permis l'extraction en continu des 

tensioactifs grâce au débordement de mousse. En 2001, Davis et ses collaborateurs ont étudié 

l'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 contrôlée 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 l' iturine A permettent 

d'envisager son utilisation pour la protection des semis et des récoltes. En effet, cette 

molécule est considérée comme responsable de l'antagonisme in vitro de plusieurs souches de 

Bacillus vis-à-vis de champignons phytopathogènes comme Penicillium digitatum, Fusarium 

oxysporum, Botrytis cinerea (Swinburne et 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 énumère d'autres succès obtenus dans les laboratoires avec l'iturine A 

(Klich et al., 1991 ). Cet antibiotique s'est montré efficace à de très faibles doses contre : 

Penicillium italicum et Penicillium expansum qui attaquent respectivement 

les citrons et les pommes pendant le stockage, 
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Aspergillus flavus, responsable de la production d'aflatoxine cancérigène 

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 8. SUBTIL/S 

Des études transcriptomiques complexes sont aujourd'hui possible avec B. subtilis 

grâce, d'une part, au séquençage 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 à ADN 

(Schena et al., 1995) (Lockhart et al., 1996). La principale application des puces à ADN est 

l'étude du niveau d'expression des gènes et les mécanismes génétiques qui leur sont associés 

au niveau cellulaire. Les puces à ADN ont par exemple permis l'étude de phénomènes 

physiologiques d'importance comme la croissance en anaérobiose (Y e et al., 2000), 1' effet de 

la répression catabolique lors de la formation de biofilms (Stanley et al., 2003) ou l'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 l'effet de l'ajout de 

casaminoacides dans le milieu de culture (Mader et al., 2002) a révélé 120 gènes, 

principalement réprimés, impliqués dans les voies métaboliques de synthèse et de dégradation 

des acides aminés, dans les voies de la sporulation et de la compétence. Une étude plus ciblée 

de transcriptomique portant sur l'effet de la délétion du gène codant pour le régulateur de la 

transcription CodY a permis de révéler une liste de 100 gènes controllés directement ou 

indirectement par CodY (Molle et al., 2003). Les auteurs montrent que le régulon CodY a 

notamment pour cible la plupart des gènes impliqués dans la biosynthèse des acides aminés, 

ce qui sera confirmé dans des travaux ultérieurs (Mader et al., 2004). Deux études en 

transcriptomique sont parus simultanément (Beckering et al., 2002) (Kaan et al., 2002) 
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portant sur l'effet d'un choc thermique par le froid. Ces études montrent l'importance des 

gènes csp codant pour les protéines de chocs froids et révèlent une trentaine de gènes 

impliqués dans les voies de synthèse des acides aminés et notamment des composés branchés. 
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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 dernières 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'isomères (n-, iso ou anteiso). 

Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliographique, peu de résultats ont été obtenus 

concernant la biosynthèse de lipopeptides par la souche ATCC 6633, probablement en raison 

des faibles niveaux de production de lipopeptides obtenues jusque-là par les différents 

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

L'étude dans un premier temps de l'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 biosynthèse 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 l'isoforme de la mycosubtiline la plus active. Cette 

étape sera entreprise en étudiant les paramètres suivants: tests de différents milieux, 

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

Il s'agira dans une deuxième étape de mettre en évidence une liste de gènes candidats 

impliqués dans différentes voies métaboliques liées à l'obtention sélective de l'isoforme de 

mycosubtiline la plus active. L'étude du transcriptome permettra à ce niveau de comparer les 

niveaux d'expression des 4200 gènes présents chez B. subtilis. Le rôle de quelques gènes 

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 caractère moussant du produit, visera à 

améliorer la productivité de la biosynthèse. 
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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 JM109 a été utilisée pour le clonage et l'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•+b, Srf+b Stock du laboratoiref 

6633 

BBGlOO ATCC 6633 myc::Prepuneo ct Mye• +++b; Srf+b, NmRg Leclère et al., 2005 

BBGlll trpC2, amyE::sfpcat; CmRh Coutte et al., 2007 

E. coli JM109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR11, relAl, supE44, Promega 

!1(lac-proAB), [F', traD36, proAB, lac/ /lacZ!1M15] 

Plasmides 

pGEM-TEasy 

pBG114 

pBG115 

pDG1661 

vecteur de clonage, ApRe Pro me ga 

pGEM-T Easy lacZ::sfp; ApRe Ce travail 

pGEM-T Easy lacZ: :sfp orientation inverse ; ApRe Ce travail 

Vecteur d'intégration, spoVG-lacZ ; ApRe, CmRh, Stock du laboratoiref 

SpcR;, 

a Mye: producteur de mycosubtiline. + =faible production, +++ =forte production. 

c Sif: producteur de suifactine. d neo : néomycine. e ApR : ampicilline résistant. 

f Bacillus Genetic Stock Center. g NmR : néomycine résistant, hCmR: chloramphénicol 

résistant ; ;SpcR : spectinomycine résistant 

46 



2. Matériels et méthodes 

Le tableau 9 présente la liste des amorces oligonucléotidiques utilisées dans l'étude. 

Tableau 9 :Amorces oligonucléotidiques utilisées lors de cette étude 

Nom de Tm 
Fragments amplifiés 

l'amorce 
Séquence 

sfp sfp-forw 55° s' CTGCTGAATTATGCTGTGG 3' 

sfp-rev 57° 5
' TCGCTGAGGCTACATCAAG 3' 

ilvA ilvA-forw 41° 5'TTAGATTAGCAAA TGG3
' 

ilvA-rev 45° 5'AGAAAACTCTCTCATCC3
' 

cspB cspB-forw 42° 5'TTACGCTTCTTTAGTA3
• 

cspB-rev 33° 5
• GAAGA TTACTGGTAGAG3

' 

fe nF fenF'-forw 60° 5
' CAAAA TGCAGATCCTGAGCA3

' 

fenF'-rev 60° 5
' GGCATAGTCATGTGCGTTTG3

' 

rpl rplL'-forw 60° 5
' GCTTCCGTT AAAGAAGCAACTG3

' 

rplL'-rev 60° 5'AGAAGCGCCAACTTCTTCAA3
' 

cspB cspB'-forw 59° 5 AAAAGGTTTCGGATTCATCG'3' 

cspB'-rev 58° 5 AACGTTAGCAGCTTGTGGTC'3' 

('):amorces utilisées pour la PCR comparative 

2.2 MILIEUX DE CUL TURE 

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, KzHP04, 1 g/L ; MgS04, 0,5 g!L ; KCl, 0,5 giL ; CuS04, 

1,6 mg!L; Fe2(S04)3, 1,2 mg!L; MnS04, 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 à 1 05°C durant 30 min. La solution d'acide glutamique 4X (20 g!L) est ajustée à 
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pH 8 par une solution de KOH 5 M et stérilisée par filtration sur filtre 0,2Jlm. La solution 

d'extrait de levure 20X (20 g!L) est stérilisée par autoclavage à 121 oc durant 15 min. La 

solution de minéraux n°l 40X (K2HP04, 40 giL; MgS04, 20 g/L, KCl, 20 g/L) est acidifiée 

par du H2S04 concentré jusqu'à dissolution totale des sels et est stérilisée par filtration sur 

filtre 0,2Jlm. La solution de minéraux n°2 40X (CuS04, 64 mg!L ; Fe2(S04)3, 48 mg!L ; 

MnS04, 16 mg/L) est acidifiée par du H2S04 concentré jusqu'à dissolution totale des sels et 

stérilisée par filtration sur filtre 0,2flm. 

2.2.1.3. RÉALISATION D'UN LITRE DE MILIEU DE LANDY 

Le matériel utilisé, hormis les pipettes, qui sont stériles et à usage unique, est 

préalablement stérilisé par autoclavage à 121 oc 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 à 

7,0 à l'aide d'une solution de KOH SM stérile. Le volume est amené à 1 L avec de l'eau 

stérile. 

2.2.1.4. RÉALISATION D'UN MILIEU DE LANDY TAMPONNÉ À 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 Jlm sous une hotte à flux laminaire. Pour réaliser 1 L de milieu de Landy tamponné à 

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 réalisé 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 Jlffi sous une hotte à flux laminaire. Pour réaliser 1 L de milieu de Landy tamponné à 

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 à 2,3 g/L. La 

composition du milieu de Landy modifié: Glucose, 20 giL; (N~hS04, 2,3 giL; extrait de 
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levure, 1 g/L, KzHP04, 1 g/L ; MgS04, O,S g/L ; KCl, O,S g/L ; CuS04, 1,6 mg/L ; Fez(S04)3, 

1,2 mg!L ; MnS04, 0,4 mg/L. 

La solution stock de sulfate d'ammonium 1 OX (23 g/L de (NH4)zS04) est stérilisée par 

autoclavage à 121 oc durant 1S min. Pour réaliser 1 L de milieu de Landy modifié, 100 mL de 

solution stock de sulfate d'ammonium IOX sont ajoutés au mélange du § 2.2.1.3 ne contenant 

pas d'acide glutamique. 

2.2.2. LE MILIEU ACS 

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 à flux 

laminaire pour l'obtention du milieu fini. La solution 1 : 100 g de glucose sont ajoutés dans 

un volume de 400 mL d'eau et stérilisé à lOS°C durant 30 minutes. La composition de la 

solution 2 est la suivante: acide citrique, 11,7 g ; extrait de levure, S g; (N~)zS04, 4 g; 

Na2S04, 4,2 g; KCl, 0,72 g; MgCh x 6Hz0, 0,42 g; ZnCh, 10,4 mg; FeCh x 6Hz0, 24,S 

mg; MnCh x 4H20, 18,1 mg. Le pH est ajusté à 6,9 avec une solution de KOH SM. Le 

volume est ensuite amené à 600 mL avec de l'eau distillée et stérilisée à 121 oc 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 à flux laminaire pour l'obtention du milieu fini. La composition de la solution 1 est la 

suivante: bouillon nutritif, 8 g; MgS04 x 7Hz0, 0,108 g; KCl, 1,8 g. Le pH est ajusté à 7,0 

avec une solution de KOH SM. Le volume de la solution est amené à SOO mL avec de l'eau 

distillée et stérilisé par autoclavage à 121 oc durant 1S min. La composition de la solution 2 

est la suivante: Ca(N03)z x 4Hz0, 236,1S mg; MnCh x 4Hz0, 0,198 mg ; FeS04 x 7Hz0, 

0,0278 mg. Le volume de la solution 2 est amené à SOO mL avec de l'eau distillée et stérilisé 

par autoclavage à 121 oc durant 1S 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 à 

20 g/L. La composition du milieu est la suivante: KH2P04, 2,7 giL; K2HP04, 18,9 g/L; 

Extrait de levure, 0,5 g!L; Glucose, 20 g/L; EDTA, 0,05 g/L; MgS04, 0,61 g/L; MnS04, 0,056 

g/L; NaCl, 0,1 g/L; CaC}z, 0,012 g/L; ZnS04, 0,018 g/L; FeS04, 0,018 g/L; CuS04, 0,002 

g/L; NazMo04, 0,001 g/L; H3B03, 0,001 g/L; NazS03, 0,001 g/L; NiC}z, 0,0037 g/L; 

N~N03, 4 g/L; MgS04, 1 g/L. Le pH de la solution est ajusté à 6,5 par une solution d'HCI à 

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 giL; pH 7,2. 

2.2.6. MILIEU MS1 

La composition du milieu MS 1 est la suivante : glucose, 5g!L ; hydrolysat de caséine, 

0,2 g!L; extrait de levure, 1 g/L ;MgS04, 0,2 g/L, (NH4)zS04, 1,98 g/L; citrate de sodium tri­

sodique (C6HsNa307), 0,87 g/L; KzHP04, 18,24 giL; KHzP04, 5,96 g/L. Le tryptophane 

concentré à 0,05 giL est ajouté au milieu MS 1 dans le cas de la mise en culture de la souche 

B. subtilis 168. 

2.2.7. GÉLOSES 

La composition des géloses est détaillée dans le tableau 1 O. 

Tableau JO: Composition des géloses utilisées dans l'étude 

Gélose de Mossel 

Gélose nutritive (GN) 

Extrait de viande, 1 g/L; Peptone, 10 g/L; D-mannitol, 10 g/L; NaC1, 10 g!L; 

Rouge de phénol, 0,025 g/L; Agar, 12 g/L; Jaune d'œuf, 10 mUL; 

Polymyxine, 5 mLIL; pH 7,1 

Extrait de levure 10 g/L; Peptones 10 g/L; Glucose 10 g/L; Agar 18 giL 

50 



2. Matériels et méthodes 

2.3. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 

2.3.1. EXTRACTIONS D'ADN ET PCR 

Les extractions d'ADN à partir de gels d'agarose sont réalisées avec le kit QIAquick 

extraction (Qiagen). Le protocole utilisé pour l'amplification est standard, seule la 

température d'hybridation varie selon le Tm calculé à partir du logiciel Primer 3 lors de la 

détermination des amorces. L'appareil de PCR utilisé est le « Eppendorf Mastercycler 

Persona}» (Eppendorf AG). 

L'amplification est réalisée en procédant au mélange suivant: 7,5 J..LL d'ADNg à 

environ 100 ng/mL, 5 J..LL de tampon Taq (Fermentas), 0,5 J..LL de dNTPs, 2,5J..LL de l'amorce 

anti-sens, 2,5 J..LL de l'amorce sens (Eurogentec), 0,4 J..LL de Taq polymérase (5 U/J..LL) 

(Fermentas), qsp 50 J..LL avec H20. Le programme PCR utilisé est: 2 min à 90°C, 30 s à 

90°C, 30 s à la température d'hybridation, 2 min à 70°C pendant 30 cycles puis 5 min à 70°. 

La séquence se termine par une conservation à 4 oc. 

2.3.2. EXTRACTION DE PLASMIDES PAR LA METHODE« BOIL/NG >> 

Cinq mL de culture d'une nuit sur milieu LB à 37°C sont centrifugés pendant 15 min à 

7000 g. Le culot est ensuite repris dans 350 J..LL 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 JlL de solution de lysozyme à 10 mg/mL sont ajoutés. L'ensemble est placé dans de 

l'eau bouillante pendant 50 s. Le tube est ensuite centrifugé 20 min à 13000 g. Le culot est 

alors éliminé. Puis 44JlL de d'acétate de sodium 2 Met 440 J..LL d'isopropanol sont ajoutés au 

surnageant. Le tout est centrifugé 20 min à 13000 g. Le culot est lavé par 500 J..LL d'éthanol 

70%. Après séchage à l'air, le culot est res us pendu dans du tampon T 10E1 dont la composition 

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

2.3.3. ENZYMES ET KITS DE PURIFICA T/ON 

Les enzymes de restriction utilisées, le fragment Klenow de l'ADN polymérase I 

d'E. coli, et la T4 DNA-1igase proviennent de MBI Fermentas. Si nécessaire, les plasmides 

ont été purifiés par les kits « QIAfilter Plasmid Maxi Kit (10) »et QIAprep 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). Après les réactions enzymatiques, l'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 à chaque extremité et permettant 

le clonage de produit de PCR (Tang et al., 2000). Ce plasmide n'est réplicatif que chezE. 

coli, il possède une cassette de résistance à l'ampicilline ainsi qu'un site multiple de clonage 

au niveau du gène lacZ. Afin d'optimiser le clonage, les produits de PCR obtenus ont été 

préalablement adénylés en 5' par un traitement à la Taq polymérase (5 unités par JlL) pendant 

30 min à 72°C. Après 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 1' ampicilline 

(50 Jlg/mL), du X-Gal (8 mg!L) et de l'IPTG (80 Jlg/L). Seuls sont sélectionnés les clones 

blancs. Afin de connaître l'orientation des fragments au sein du plasmide pGEM-T Easy, des 

extractions de plasmides par la méthode « boiling » ont été 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 contrôles par électrophorèse 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 Jlg/L). Les résultats sont lus à l'aide de l'appareil 

GelDoc de Bio-Rad. L'analyse se fait à l'aide du logiciel Quantity One (version 4.1.1) et les 

photos sont exportées au format TIFF. 

2.3.5. TRANSFORMATION DANS 8. SUBTIL/S 

La transformation de B. subtilis a été réalisée par compétence naturelle. Celle-ci peut 

être obtenue à partir d'un isolement frais et une culture réalisée dans du milieu MS 1 pendant 

5 h à 37°C. L'ensemencement est réalisé à une D06oonm de 0,7 dans un volume de 5 mL. Puis 

un ensemencement avec une dilution au lOème est réalisé dans du milieu MS2, c'est-à-dire du 
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milieu MSl auquel est rajouté du MgCh (2,5 mM) et CaCh (250 nM). L'ensemble est mis à 

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

Les cellules sont alors prêtes pour la transformation, l'ADN à intégrer est mis en 

contact avec 100 f1L de cellules et incubé pendant 30 min sous agitation à 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 à partir du plasmide 

pGEM-T Easy portant le fragment; soit directement à partir du fragment sous forme linéaire 

(récupéré après digestion du pGEM-T Easy avec l'enzyme EcoRI); soit après insertion du 

fragment dans le locus amyE du plasmide (Lee et al., 2005). Le but était d'avoir une 

recombinaison homologue au niveau du gène d'intérêt de la souche B. subtilis 168. 

2.4. EXTRACTION DES ARN TOTAUX CHEZ 8. SUBT/L/5 

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 être obtenu. L'amélioration des protocoles de référence 

décrits ci-dessous est présentée dans le§ 4.2.2. 

2.4.1. KIT QJAGEN RNEASytP 

2.4.1.1 . BLOCAGE 

Afin de figer immédiatement le transcriptome de B. subtilis au moment du 

prélèvement sur la culture, un volume correspondant à 5.109 cellules est traité par une solution 

saline de RNA « protect bacteria » (Qiagen) (v/v) dans un tube Eppendorf ou Falcon traité 

contre les RNAses. Après passage au vortex 10 s puis centrifugation 10 min à 5000 g et 4°C, 

le surnageant est éliminé et le culot est repris par 0,5 mL de solution RNA « protect 

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

Les ARN totaux sont ensuite extraits à partir des culots obtenus au § 2.4.1.1. La 

méthode ici employée est une méthode alliant à la 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 5.109 cellules. 

Les culots bactériens sont re suspendus dans 2 mL de tampon T 10E1 contenant du 

lysozyme à 10 mg/mL. L'ensemble est mis à incuber 30 min à température ambiante en 

homogénéisant au vortex toutes les 10 min. Puis, 4 mL de tampon RLT (tampon fourni par 

Qiagen) contenant du ~-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 (0106 J.lm; traitées à l'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 à 

5000 g. 

Enfin, les ARN totaux sont purifiés avec le RNeasy Midi kit complémenté d'un 

traitement à la DNase. L'élution se fait dans 200 11L d'eau pure exemptée de RNase. Les 

ARN totaux sont conservés à -20°C dans de l'éthanol 95% à 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 à 5.108 

cellules est traité par une solution saline de RNALater (Ambion) (v/v) dans un tube 

Eppendorf ou Falcon traité contre les RNAses. Après passage au vortex 10 s puis 

centrifugation 10 min à 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 à 4°C puis sont conservés à -80°C. 

2.4.2.2. EXTRACTION 

L'extraction des ARN totaux est réalisée à partir des culots bactériens obtenus au § 

2.4.2.1. Les cellules, conservées dans 0,5 mL de RNALater sont centrifugées 1 min à 12000 g 
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puis remises en suspension dans 350 f..LL d'une solution de solution RNA Wiz qui est une 

solution contenant du phénol (Ambion). Ceci permet la fragilisation des cellules et la 

dissolution des composants cellulaires associé à l'inhibition des RNAses et à la stabilisation 

des ARN. 

Ensuite, les cellules sont transférées dans un tube contenant 250 f..LL de billes de 

zirconium puis lysées par passage au Mixerl 000 10 min. Le lysat est centrifugé 5 min à 

12000 g à 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 à température ambiante. Après 

centrifugation 5 min à 12000 g à 4°C, la phase aqueuse est récupérée et l'éthanol 100 %est 

ajouté (0,5 vol). 

L' ARN est purifié par passage de la solution à travers une colonne puis par lavage 

avec 700 f..LL de solution de lavage 1 et 2*250 f..LL de solution de lavage 2 et 3. Les ARNs sont 

élués par 50 flL de la solution d'élution préchauffée. 

Enfin, un traitement à la DNAse I est réalisé et l'éluat est incubé 30 min à 37°C. Le 

réactif d'inactivation de la DNase est alors rajouté à raison de 20% du volume. L'échantillon 

est mis à incuber 2 min à température ambiante, centrifugé 1 min à 12000 g et finalement 

transféré dans un tube exempt de RNAses. Les ARN totaux sont conservés à -20°C dans de 

l'éthanol95% à 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 contrôle de la quantité et de la qualité des 

ARN extraits est effectué. 

2.4.3.1. DETERMINATION DE LA QUANTITE DES ARN EXTRAITS 

Après extraction des ARN totaux, la concentration de matériel extrait est estimée par 

une mesure d'absorbance à 260 nm à l'aide d'un spectrophotomètre ND-1000 (Nanodrop) 

mesurant des absorbances sur un volume d'échantillon de 1 flL. L'évaluation de la 

contamination de l'échantillon par des protéines est effectuée par mesure du rapport 

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

260/230nm. 

2.4.3.2. DETERMINATION DE LA QUALITE DES ARN EXTRAITS 

Cette vérification est réalisée à l'aide du kit NA 6000 NanoAssay (Agilent) utilisé 

avec l'électrophorèse capillaire Bioanalyzer 2100 (Agilent). L'évaluation de l'intégrité des 

ARN est réalisée par mesure du rapport de concentration des ARN ribosomaux 23S/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 à ADN, des dizaines de milliers d'hybridations peuvent être 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 

gènes du transcriptome à analyser. Le signal d'intensité, recueilli pour chaque hybridation 

spécifique« sonde-cible», permet d'apprécier le niveau d'expression de chaque gène 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 à ADN 

Les sondes (oligonucléotides ou clones d'ADNe purifiés et amplifiés) sont déposées 

mécaniquement sur une lame de verre. Parallèlement, les cibles sont couplées à des marqueurs 

fluorescents (parfois amplifiés) par transcription inverse. Par exemple, la cible test est 

marquée par une Cyanine 5 (CyS) 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 particulières, avec les sondes présentes sur la 

puce. La lecture est réalisée par un scanner muni d'un microscope confocal, couplé à deux 

lasers. Ces lasers possèdent des longueurs d'ondes d'excitation spécifiques, correspondant à 

celles des deux marqueurs fluorescents. L'excitation et l'émission (amplifiée par des 

photomultiplicateurs) des fluorochromes permettent l'obtention de deux images (une pour 

chaque marqueur) en niveau de gris. Ces images sont ensuite converties en pseudo-couleur et 

fusionnées pour être analysées par un logiciel d' analyse d'images. 
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Les puces à ADN ont d'abord été conçues sur de grandes membranes poreuses en 

nylon ou macroarrays. La miniaturisation, rendue possible par les progrès de la robotique, a 

ensuite permis le développement des microarrays. Comme leur nom l'indique, ces puces à 

ADN sont de plus petites surfaces telles une lame de microscope (Schena et al., 1995) ou une 

petite membrane nylon (Bertucci et al., 1999). Elles présentent également l'avantage de 

pouvoir être de très haute densité et par conséquent sont susceptibles de recouvrir l'intégralité 

du génome d'un organisme. La particularité des puces à ADN, par rapport aux macroarrays, 

réside dans la miniaturisation du procédé permettant l'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 à 1 cm2. 

Les matériaux qui les composent peuvent être du verre, des polymères, du silicium, de l'or ou 

encore du platine. Quel que soit le support choisi, il est traité pour former un réseau dense et 

régulier de micro-surfaces où seront greffées les sondes. 

Les sondes sont qualifiées de « gene reporter » car elles représentent des fragments de 

gènes et rapportent leur niveau d'expression. Ces gene reporters, ordonnés sur les lames, 

peuvent être des produits de PCR (puce à ADNe) (Schena et al., 1995) ou des 

oligonucléotides plus ou moins longs (25 à 70 mers). Les produits de PCR et les 

oligonucléotides issus de synthèses chimiques (50-70 mers) sont greffés sur les puces à ADN 

par adressage mécanique ou électrochimique. Les oligonucléotides peuvent également être 

synthétisés in situ. Breveté par la société Affymetrix®, la synthèse in situ par 

photolithographie, ou adressage photochimique, rappelle une technique couramment utilisée 

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

Les cibles sont les échantillons à étudier. Elles peuvent avoir différentes origines 

(tissu, une culture ... ) et de différentes natures (ARNm, ADNe ... ). 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 systèmes de marquages fluorescents 

présentent l'avantage de pouvoir identifier plusieurs cibles sur la même puce. Par exemple, un 

tissu « anormal » peut être marqué par une cyanine verte (Cy3) et un tissu « sain » peut être 

identifié par une cyanine rouge (Cy5). 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 grâce à un scanner. Dans le cas des 

technologies à fluorescence, son principe est celui d'un microscope confocal couplé à 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 l'image scannée représente une mesure de fluorescence. Pour les puces à 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 (diamètre, 

niveau de saturation) et semi quantitatives (intensité du signal et du bruit de fond) pour 

chaque complexe sonde-cible (spot) 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 

Les ARN totaux sont dans un premier temps précipités à l'aide d'une solution 

d'acétate de sodium 3M pendant 1 h à -20°C. Puis après une centrifugation à 4°C à 14000 g 

pendant 20 min, le culot est lavé avec 200 JlL d'éthanol 70%. L'ensemble est de nouveau 

centrifugé selon les mêmes conditions citées ci-dessus. L'éthanol est alors éliminé et le culot 

est repris dans 20 JlL d'eau pure exemptée de RNase. Puis, 1 JlL de l' éluat est récupéré afin 

de déterminer les concentrations en ARN totaux des échantillons à l'aide du 

spectrophotomètre ND-1 000. 

Dix 11g d' ARNs totaux sont rétrotranscrits et le marquage se fait à l'aide 

d'oligonucléotides dUTP marqués avec une cyanine, alternativement Cy3 ou Cy5. Le 

mélange réalisé pour la transcription inverse a un volume final de 40 JlL et a la composition 

suivante: tampon Pol5X (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 CyS (1mM) et de dTTP (lmM); de 0,1 M de dithiotréitol (DTT); 

1 JlL de RNasin (Promega) et d'eau milli-Q exempte de RNase. Le tout est incubé à 65°C 

pendant 5 min, puis à 42°C pendant 5 min. 200 unités de polymérase superscript II 

(Life Technologies) sont ajoutées au mélange. L'ensemble est ensuite incubé à 42°C pendant 

une heure, puis 200 unités de polymérase superscript II sont à nouveau ajoutées. On 

renouvelle l'incubation pendant 1 h. La transcription inverse est arrêtée par ajout de 20 JlL 
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d'une solution de NaOH 0,1 M contenant 2 mM d'EDTA, l'ensemble est mis à incuber à 

65°C pendant 30 min. Le tout est neutralisé par 20 flL d'HCI 0,1 M. 

Les échantillons sont alors purifiés sur colonne à l'aide du kit «Qia-quick PCR 

purification » (Qiagen). Enfin, de nouvelles mesures à 260 nm, 550 nm et 650 nm sont 

réalisées avec le NanoDrop ND-1000. Ce, dans le but de déterminer la quantité 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 l'échantillon (flL) =en ng 

• Quantité de fluorochrome incorporé : 

Cy3 : A550 x (volume total de l'échantillon)/0,15= en pmol de fluorochrome Cy3 incorporé 

Cy5 : A650 x (volume total de l'échantillon)/0,25= en pmol de fluorochrome Cy5 incorporé 

• Fréquence d'incorporation, .fi (nombre de nucléotides (nt) marqués pour 1000 nt): 

fi = pmol de fluorochrome incorporé x 324,5 1 quantité d'ADNe (ng). 

2.5.3. HYBRIDA T/ON SUR 8/0PUCES ET LAVAGE 

L'hybridation et la gestion des tampons est entièrement automatisée grâce à l'appareil 

Discovery (Ventana). Le protocole démarre par un prétraitement des puces à ADN qui se 

présentent sous la forme de lames de verre (EGT168, Eurogentec). Ce prétraitement fait appel 

à trois solutions de compositions inconnues fournies par Ventana. Le prétraitement permettant 

de réduire 1 'hydrophobicité de la lame dure au total 45 min. Il permet une meilleure 

répartition de l'ADNe marqué (cible). 

L'hybridation commence en déposant sur la lame 20 flL de la cible mélangée à 200 flL 

d'une solution d'hybridation. L'hybridation dure au total 8 h. Une fois l'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 lX SSC, de l'eau et de l'éthanol. Les lames sont 

ensuite séchées par centrifugation pendant 10 min à 1 OOOg. 

Les puces à ADN peuvent ensuite être scannées à 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 à 532 nm et 635 nm. L'apposition de la grille de 

correspondance entre les spots et l'identifiant des spots puis l'acquisition des données et enfin 

l'analyse des spots est effectué à l'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 l'intensité, Fest proche de celle du bruit de fond local, B. 

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

une circularité ou une homogénéité suffisante, 

mise à l'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 gènes en excluant les spots dont la valeur est 

comprise entre +l-2a 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'intérêt est ensuite finalisé sous le tableur 

Excel. La séquence de traitement comprend : 

la mise en correspondance de l'identité du spot avec le nom et la fonction, avérée ou 

présumée, du gène correspondant, 

l'exclusion des spots non présents sous la forme de duplicats, 

l'exclusion des spots dont la valeur moyenne du logarithme du ratio d'expression est 

comprise entre +/-0,5. 

Une liste de gènes d'intérêt est obtenue au terme de cette séquence de traitement. La 

valeur du rapport d'expression de chaque gène et le nom du gène correspondant sont 

finalement représentés sur un graphique de synthèse. 

Il est à 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 gènes d'intérêts obtenue ici a été 

comparée avec celle obtenue avec une méthodologie statistique non paramétrique de type 

Bootstrap combinée à une analyse de la variance de type ANOV A. Les outils de 

programmation ayant permis cette analyse ont été compilés sous le logiciel R par Arnaud 

Schloesing dans le cadre d'une collaboration avec la plateforme de génomique fonctionnelle 

de l'Université de Lille II. L'étude comparative a démontré que l'intégralité des gènes 

contenus dans la liste générée par le traitement combiné Midas 1 Excel se retrouvaient dans 

l'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 à 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 où les enzymes correspondants aux gènes 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 
# 

#ORF 
BG10100 
BG10671 
BG10735 
BG11059 

x 
Control-

y sig 
3 146955 
6 138133 

25 585723 
27 113021 
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Control- Target- Target-
bkg sig bkg 

20160 260066 29760 
20040 365858 22440 
20160 1044720 28680 
19800 69641 23040 

Ce fichier doit être enregistré sous le format txt avec délimitation de la tabulation. Sa 

constitution nécessite d'établir la correspondance entre chaque gène 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 ).tg d' ARN total dans 7,7 f..lL H20 avec 0,5 )!L de solution d'héxamères 

(Invitrogen). L'ensemble est chauffé à 65°C pendant 10 mn au bain-marie, puis refroidi dans 

de la glace. Le mélange suivant est ajouté à l' ARN : 3 )!L de tampon 5X First Strand 

(lnvitrogen), 1,5 )!L DTT à 0.1M (lnvitrogen), 0,3 )!L du mélange (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP) à 25 mM (Amersham), 1)!L de Rnase Inhibitor (Promega), 1 f..lL de SuperScript II 

(200 U/f..lL, Invitrogen). Le mélange est mis à incuber à 42°C pendant 1 h. La réaction est 

relancée en ajoutant 0,5 )!L de SuperScript II au mélange mis à incuber 45 min 

supplémentaires à 42°C. 

La PCR est réalisée en procédant au mélange suivant : 0,5 f..lL de D'ADNe, 2,5f.1L de 

tampon lOX, lf.1L de dNTP 2.5mM, l.5f.1L MgCh (25mM), 0,5f.1L de l'amorce anti-sens, 

0,5)-LL de l'amorce sens, qsp 25f.1L avec H20, 0,2 f..lL de Taq Gold (5 U/f..lL). Le programme 

PCR utilisé est le suivant: 5 min à 94°C, 30 s à 94°C, 30 s à 56°C, 1 min à noe pendant 

30 cycles puis 5 min à noe terminé par 5 min à 4°C. 
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2.6. CUL TU RES EN FIOLES D'ERLENMEYER DE 8. SUBT/L/5 

2.6.1. PREPARATION D'UN SOUCH/ER 

Un tube à vis contenant 5 mL de milieu E modifié est inoculé par une colonie du 

souchier primaire et mis à incuber à 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 à 48,5 mL de milieu E modifié contenus dans une fiole d' erlenmeyer 

de 500 mL. Le tout est mis à incubation à 30°C pendant 12 à 24 h sous une agitation de 

120 rpm (cette première préculture Pl est doublée). La culture est homogénéisée au vortex, la 

D06oonm est alors mesurée comme indiquée précédemment. La souche doit être 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 Pl et est doublée. Les fioles d'erlenmeyer de 

500 mL contiennent, comme volume final, 50 mL de milieu E modifié et sont incubées à 

30°C sous une agitation de 120 rpm. La croissance est arrêtée lorsque la D060onm indique que 

la culture est en début/milieu de phase exponentielle de croissance. La pureté et la qualité de 

P2 sont contrôlées, 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 à 50 f..Lg/mL dans le cas de microorganismes génétiquement modifiés et mises à 

incubation à 30°C pendant 24 h. Il est à noter que B. subtilis produit des colonies de formes 

irrégulières, les contours sont ondulés et peuvent présenter des filaments, de consistance 

crémeuse et dont le diamètre 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 milieu E modifié est inoculée à 5% avec la meilleure fiole 

de P2. Cette fiole est incubée à 30°C sous une agitation de 120 rpm et la croissance est arrêtée 

lorsque la D0600nm indique que la culture est en début/milieu de phase exponentielle de 

croissance. La qualité et la pureté de la culture sont contrôlées comme indiqué pour P2. La 

culture est centrifugée à 2000g pendant 10 min à 25°C. Les culots sont lavés à l'eau 

physiologique stérile puis les suspensions sont centrifugées à 2000g pendant 10 min à 25°C. 

Les culots sont repris dans un volume de milieu E sans antibiotique, de façon à obtenir une 

D06oonm finale de 25 par tube. La suspension est répartie en cryotubes à raison de 0,9 mL de 

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

antibiotique, le milieu E est complémenté avec l'antibiotique à 20 flg/mL. 

2.6.2. PREPARATION D'UN INOCULUM 

L'inoculum est préparé à partir du souchier contenant des cellules conservées à -80°C 

dans 40% de glycérol. Un tube contenant 5 mL de milieu E modifié ajusté à pH 7,0 avec une 

solution d'HCI 10% (v/v) est inoculé par 0,5 mL de suspension bactérienne du souchier. 

L'ensemble est mis à incuber à 30°C pendant 10 à 14 h sous une agitation de 300 rpm. Puis, 

le tube est homogénéisé au vortex et la D06oonm est mesurée. Une préculture Pl est alors 

réalisée dans un volume final de 50 mL de milieu E modifié à pH 7,0 contenu dans une fiole 

d'Erlenmeyer de 500 mL. Le tout est mis à incuber à 30°C sous une agitation de 140 rpm, la 

préculture est arrêtée lorsque la souche se situe en début/milieu de phase exponentielle de 

croissance (l<D06oünm<5) (Cette première préculture Pl est doublée). Puis, une seconde 

préculture P2 est réalisée de la même manière que la préculture Pl, celle-ci est inoculée à 

partir de la meilleure fiole de Pl et est doublée. Le volume nécessaire pour démarrer les 

cultures en fioles est alors centrifugé à 2000 g pendant 10 min à 25°C. Le culot est remis en 

suspension dans de l'eau physiologique stérile. La suspension obtenue est centrifugée à 

nouveau à 2000 g pendant 10 min. Le culot est enfin repris dans de 1' eau physiologique 

stérile. La suspension est alors prête pour l'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 D06oonm 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 à flux laminaire les mesures 

suivantes : un contrôle de la pureté par isolement sur gélose nutritive et gélose Mossel + 

marqueur antibiotique (50 flg/mL), une mesure de la densité optique à 600 nm, une mesure du 

pH, une mesure du poids sec et un prélèvement du surnageant de culture pour le dosage des 

lipopeptides par CLHP : 3 mL de culture sont centrifugés 10 min à 10000 g à 4 oc et le 

surnageant de culture est conservé à -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 système RAMOS ou ,,Respiration Activity Monitoring 

System». Ce système a été développé par le laboratoire du « Department of Biochemical 

Engineering » de l'Université d'Aix-la-Chapelle en Allemagne, dans l'optique d'assurer une 

mesure en fioles de la consommation en oxygène 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. 

shaker 

control 
unit 

Figure 11 : Le système RAMOS« Respiration Activity Monitoring System » (Anderlei et Büchs, 

2001 ). Le système 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 l'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 parallèle et permettent l'échantillonnage sans affecter l'analyse des 
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gaz. Les vitesses de consommation d'oxygène 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 

rinçage. La pression partielle en oxygène 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 (Vl et 

V2), munies de filtres stériles, sont fermées. L'activité respiratoire des microorganismes 

conduit à une diminution de la pression partielle en oxygène dans la phase gazeuse de la fiole. 

Un ordinateur, «control unit», relié aux fioles de mesure calcule alors le taux de transfert 

d'oxygène (OTR) selon le changement observé en pression partielle en oxygène et selon la 

relation avec la constante de Henry : 

P = H *x avec H: la constante de Henry = 4,75.104 atm/fraction molaire et o, o, 

pm= 0,209 atm. 

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

quotient respiratoire peut être alors calculé selon le bilan : 

QR= CTR 
OTR 

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

valves sont réouvertes et l'air peut circuler de nouveau dans la fiole. 

2.6.4.2. CUL TU RES EN SYSTEME RAMOS 

Des cultures de B. subtilis ont été réalisées avec le système RAMOS. Les expériences 

durent au maximum 72 heures et plusieurs échantillonnages sont effectués sur des fioles 

sacrifices. La D060anrn initiale est comprise entre 0.1 et 0.4 DO. Sauf indication, ces cultures 

sont conduites à 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 à pH 

7,0. 
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2.6.5. CUL TU RES EN MICROPLAQUE 

Des cultures en microplaques 96 puits sont réalisés à 28°C et à une agitation de 280 

rpm. Le volume de milieu de culture est de 200 JlL et l'ensemencement réalisé entre 0,2 et 

0,55 DO. Les lectures de D06oonm sont réalisées de façon automatisée en fin de culture à l'aide 

du ThermolabSystem, MRXII (Bio-rad). La pureté de la culture est vérifiée en fin de culture 

sur un puits de contrôle. 

2.6.6. CUL TU RES EN BIOREACTEUR 

Le bioréacteur contenant le milieu nutritif est ensemencé à l'aide d'une préculture 

obtenue selon la condition décrite au §2.6.2. La D06oonm 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 contrôlé à une valeur de 

6,5+/-0,1 u.pH grâce à l'ajout de solutions de KOH 3M ou de H2S04 3M. L'électrode pH est 

calibrée avant autoclavage de la cuve en utilisant des solutions commerciales tamponnées à 

pH 4,0 et 7,0 et conservées à 4°C. Le processus est conduit à 30 +/-O,l°C et la concentration 

en oxygène dissous p02 est contrôlée au-dessus de 10+/-5% de la concentration à saturation 

en assujettissant sa valeur à la vitesse de l'agitateur muni de deux turbines de Rushton. 

L'électrolyte de la sonde à oxygène est renouvelé à chaque expérience. La sonde oxygène est 

calibrée après autoclavage de la cuve lorsque le milieu de culture atteint la température et le 

pH de consigne de l'expérience. Le 0% de p02 est obtenu en reliant le câble de la sonde à la 

masse et le 100 % p02 en saturant le milieu en air (1 000 rpm et 2 VVM). L'aération est fixée à 

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 jlm. Dans le cas 

de procédés alimentés, le milieu d'alimentation est amené à l'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 culture de 10 mL sont régulièrement 

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 l'analyse de l'oxygène et un capteur 

infrarouge celle du dioxyde de carbone (Xentra 4400, Servomex). L'analyseur s'intègre à 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 

La mesure de DO se fait à une longueur d'onde de 600 nm à l'aide d ' un 

spectrophotomètre (Shimadzu UV mini 1240). L'établissement de la relation DO-CFU/mL a 

été réalisé à partir de cultures en fioles dans du milieu de Landy modifié ajusté à pH 7,0. Les 

dénombrements ont été effectués pour différentes valeurs de D06oonrn sur des boîtes de gélose 

nutritive et ce pour différentes dilutions de culture. Pour chaque dilution effectuée, la 

suspension bactérienne est étalée à raison de 100 f..!L par boîte et les étalements sont réalisés 

en triplicat. 
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2. 7.2. MESURE DU POIDS SEC 

Le récipient servant à la mesure du poids sec est placé préalablement à 105°C durant 

48 h, puis il est refroidi 4 h en dessiccateur avant d'être pesé. 10 mL de culture, préalablement 

homogénéisés, sont centrifugés à 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 à 10 000 g. Chaque culot 

est repris par de l'eau déminéralisée et placé quantitativement dans le récipient prétaré. Le 

tout est placé à 105°C pendant 48 h. La pesée se réalise après un refroidissement de 4 h en 

dessiccateur sur une balance de précision. 

2. 7.3. MESURE DU PH 

Les mesures de pH ont principalement été effectuées à l'aide du pH mètre 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' 1 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 à 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%. Après séchage de la cartouche avec 20 mL d'air, les lipopeptides sont élués 

par 4 mL de méthanol 100%. L'éluat est porté à sec à l'aide d'un concentrateur sous vide. 

L'échantillon est par la suite repris dans 200 J.lL de méthanol 100% à 4 oc pour permettre le 

dosage en CLHP. 

2.7.4.2. ANALYSES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (CLHP) 

L'échantillon est analysé grâce à un système complet de CLHP de la marque Waters 

(Online Degaser, 717 Autosampler, 660S Controller, 626 Pump, 2996 PhotoDiodeArray) en 

employant une colonne C18 (5 J.lm, 250 x 2.5 mm, VYDAC 218 TP). Deux dosages sont 

effectués. Le premier dosage est celui des iturines : 5 J.lL d'échantillon purifié sont injectés et 
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confrontés à un standard iturine à 500 mg/L (Sigma) selon un débit de 0,6 mL/min. L'élution 

est réalisée en mode isocratique à l'aide d'un solvant eau/ acétonitrile/ acide trifluoroacétique 

60/40/0,1 (v/v/v). Le second dosage est celui des surfactines. 10 JlL d'échantillon purifié sont 

injectés et confrontés à un standard surfactine à 500 mg/L (Sigma) selon un débit de 

0,6 mL/min. L'élution est réalisée en mode isocratique à l'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 à l'aide du logiciel 

Millenium pour l'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 être utilisé pour le conditionnement de 

la cartouche puis l'élution des lipopeptides est de 10 mL. L'échantillon est chargé 

manuellement (100 JlL) dans le systène d'injection de la CLHP semi-préparative de marque 

Waters (660 Controller, 626 Pump, 486 Absorbance Detector). La colonne employée est une 

C18 (5 Jlm, 300 x 10 mm, ACE). L'élution est réalisée à un débit de 3 mL/min selon le 

gradient suivant : 

Temps(min) 
0 
4 
54 
60 
61 
65 

Tampon A(%) 
65 
65 
50 
0 
65 
65 

TamponB (%) 
35 
35 
50 
100 
35 
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-TQF 

Les analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF (Bruker Ultraflex) sont 

réalisées en fonction des besoins à partir : soit de sumageants de culture, soit d'échantillons 

purifiés sur cartouche ODS (Ail tech) ou soit d'échantillons purifiés sur cartouche ODS 

(Alltech) puis par CLHP semi-préparative. Le solvant TA est préparé en réalisant un mélange 

CH3CN/ eau/ 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 le surnageant après centrifugation du mélange acide 

alpha-cyano-4-hydroxycinnamique 1 tampon TA. Les échantillons à analyser sont préparés en 

mélangeant 1 flL de l'échantillon à 9 flL de CHCA. La solution d'échantillon déposée pour 

l'analyse MALDI-TOF représente un volume de 0,5 11L. Le séchage est réalisé à l'air libre. La 

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

Mass value 
Lipopeptid<" ·----·-··----------·····---

Surbdin C13 
Surfactin C 14 

Slnf"actin C15 

l'vlycosuhtilin cl:' 

f\lyçosuhtilin C 11, 

Mycn.;,uhtîlin C17 

IOOS.6(l 
!022.67 
103h.h9 

!057.57 
1071.58 
1 085.() 

M+Na+ 

L030.64 
1044.flô 
105X.ô 7 

1079.55 
HNJ.56 
1!07.5<:' 

M+K+ 

l1146.ô 1 
llH\0.63 
1074.65 

l t195.52 
1109.54 
1!23.55 

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 été 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 à la présence de composés hydrophobes telles 

que des huiles végétales. 100 f1L de chaque échantillon à analyser sont déposés à 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 apparaît après révélation à l'eau. La 
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lecture est confirmée sous UV. Dans ces conditions de solvant de migration utilisées, la valeur 

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

2. 7.5. DOSAGE DU GLUCOSE, DEL 'ACIDE ACÉTIQUE, LACTIQUE ET OXALIQUE EN CLHP 

Ce dosage se réalise par chromatographie liquide à haute performance, sur colonne 

Fast fruit juice (co-polymère de sulfonate et styrène-divinylbenzène, 7 Jlm, 7,8 x 150 mm, 

Waters). Une colonne de garde en co-polymère de sulfonate et de styrène-divinylbenzène 

(Grundy et al., 1993) est placée en amont de la colonne. Les conditions opératoires sont les 

suivantes: le débit est fixé à 0,8 mL/min, la température à 65°C, l'éluant utilisé est une 

solution d'H3P04 0,005 M, le volume d'injection est de 20 JlL, la détection est réalisée à 

l'aide d'un réfractomètre et le temps d'une analyse est de 10 min. L'échantillon ne demande 

aucun prétraitement mis à part une filtration sur filtre 0,45 Jlm. La CLHP est constituée d'une 

pompe constaMetric 3200 (LDC analytical), d'un four REG 101 (BAEI), d'un détecteur 

réfractometor IV (TSP) et d'un intégrateur DataJet (TSP). 

2. 7.6. DOSAGE DEL '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 utilisé est un 

Biochrom 20 plus Amino Acid Analyser (Biochrom). 

2.7.6.2. PAR KIT ENZYMATIQUE 

Le dosage est basé sur l'oxydation de l'acide L-glutamique en 2-oxoglutarate en 

présence de glutamate déshydrogénase (GIDH). Cette réaction s'accompagne d'une réduction 

du NAD+ en NADH,H+. Après 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 à 492 nm. L'eau utilisée pour les 

dosages enzymatiques est de l'eau milliQ. Le kit (Boehringer Mannheim) doit être utilisé à 

une température comprise entre 20 et 25°C. Le développement de la réaction est réalisé à 
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l'obscurité car l'INT est photosensible. Après 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 à 

10000 g. Le surnageant est conservé, transféré dans un tube Eppendorf, puis agité 

vigoureusement au vortex pendant 1 min. Il est ensuite placé à 80°C au bain-marie pendant 

15 min, centrifugé 5 min à 10 000 g et récupéré dans un bécher. Un mL d'échantillon est 

ensuite ajouté à 1 mL d'acide perchlorique lM. Le pH de l'échantillon est ajusté à 8, goutte à 

goutte, avec une solution d'hydroxyde de sodium à 1 M puis 0.1 M. Le niveau est ajusté à 

10 mL avec de l'eau dans une fiole jaugée. Les mélanges décrits ci-après sont directement 

préparés dans les microcuves de spectrophotométrie. 

EaumilliQ 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 à incuber 2 min à température ambiante. La 

lecture de la DOt à 492 nm se fait contre une cuve remplie d'eau. La lecture de la DOt à 

492 nm est effectuée 2 min plus tard. Si la valeur lue a changé de plus de 0,010 DO, alors 

l'échantillon doit être traité avec une solution d'H202 pour diminuer la concentration des 

substances réductives. Toujours dans les mêmes microcuves, 0,030 mL de la solution 4 sont 

ajoutées. Après une incubation de 15 min à température ambiante et à l'obscurité, la réaction 

est bloquée dans de la glace et la lecture de la D02 est réalisée. Les calculs permettant 

d'obtenir la concentration en acide glutamique sont les suivants: 

avec L1DOL-acide-glutamique >0, 100 DO pour un résultat précis. 

CL-acide-glutamique= (3,030* 147, 13*L1DQ_acide-glutamique)/(e.l*0,2* 1000) 

Et e.l à 492 nm=19,9 L.mmor1.cm-1 
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Les résultats sont corrigés par les dilutions successives de l'échantillon. 

2.8. TESTS D'ACTIVITES BIOLOGIQUES 

2.8.1. POUVOIR ANTIFONGIQUE 

Les tests d'activités antifongiques sont réalisées par dilutions successives de 

l'antibiotique en milieu liquide (Besson et 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, 2g!L; pH=7.2. L'ensemencement est réalisé à une D0600nrn de 0.55 et la lecture 

d'absorbance se fait à 24 h. 

2.8.2. POUVOIR HEMOLYTIQUE 

Le test d'activité hémolytique est réalisé sur milieu LB gélosé avec ajout de sang de 

cheval à 5% (AES laboratoires). Le test est positif lorsque un halo translucide est visible à 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 SVNTHESE PAR 8. SUBT/L/5 

Comme il l'a été précisé dans le§ 1.6., de nombreuses expériences sont reportées dans 

la littérature sur l'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'où 

l'intérêt de vérifier les conditions de culture pour la souche B. subtilis ATCC 6633. Dans le 

cadre de cette étude, de nombreux paramètres ont été étudiés : milieux de culture, source de 

carbone et d'azote, pH, taux de transfert en oxygène, concentration en fer. Seuls les 

paramètres présentant un intérêt pour l'étude de la productivité et plus particulièrement de la 

sélectivité, seront présentés dans ce chapitre. 

Afin de guider le travail sur la productivité et la sélectivité de la biosynthèse de 

mycosubtiline, un travail essentiel a consisté à établir la CMI des différentes isoformes de 

mycosubtiline vis-à-vis de microorganismes choisis. Ce travail préliminaire doit déterminer 

l'intérêt des différentes isoformes en prévision du développement d'applications pouvant faire 

suite à 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, l'activité 

antifongique est améliorée lorsque la longueur de la chaine carbonée augmente. Le type 

d'isoforme semble aussi avoir un rôle (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'à obtenir une solution mère à 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 l'analyse en CLHP semi-préparative d'une solution 

concentrée en mycosubtiline (250 mg/L). L'échantillon analysé correspond à 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 mère de mycosubtiline. L'identification des pics 

majoritaires détaillée au § 3.4.1. a permis de faire correspondre le pic 2 à la mycosubtiline 

isoC-16, le pic 4 à la mycosubtiline anteisoC-17 et le pic 5 à la mycosubtiline isoC-17. La 

concentration par speed-vac des fractions récoltées a permis l'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 CM/ 

La détermination de la CMI de la solution mère concentrée vis-à-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 CM! de la solution mère de mycosubtiline vis-à-vis de différents 

microorganismes. Le témoin (Tem.) est réalisé en l'absence du composé testé. Chaque puits testé est 

comparé à un puits de contrôle réalisé en présence d'un volume de méthanol identique. 

64 fJM 32 fJM 16 fJM 8 fJM 4 fJM 2 fJM 1 fJM Tém. Répétitions 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Candida albicans 

Pichia pastoris 

Botrytis cinerea 

Aspergillus niger 

+ 

+ 

+ 

+ : croissance visible de la souche à 24h de culture. 

- :pas de croissance de la souche à 24h de culture. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

*2 

*2 

*2 

*4 

*2 

Les concentrations minimales inhibtirices déterminées pour la solution mère de 

mycosubtiline vis-à-vis des différents micro-organismes à partir des résultats du tableau 11 

sont les suivantes : 

Aspergillus niger : 8 Jlmol/L, 

Botrytis cinerea : 8 Jlmol/L, 

Candida albicans : 16 Jlmol/L, 

Pichia pasto ris : 32 JlillOliL, 

Saccharomyces cerevisiae : 8 Jlmol/L. 

Comme attendu, la solution mère 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 JlM est conforme aux valeurs de 10 JlM 

reportées par ces auteurs. La solution mère de mycosubtiline présente une action du même 

ordre de grandeur, 8 JlM, sur Botrytis cinerea et sur Aspergillus niger. En revanche, elle 

semble sensiblement moins active sur Candida albicans, 16 JlM et sur Pichia pastoris, 

32JlM. 

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

souche, Botrytis cine rea, a été choisie pour l'étude visant à déterminer la CMI. 
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Tableau 12: Valeurs des CM/ (pmol!L) des différentes isoformes de mycosubtiline vis-à-vis de 

Botrytis cinerea 

CMI (!lmol!L) Mye isoC-16 Mye n-C-16 Mye anteisoC-17 Mye isoC-17 

Botrytis cine rea 19 18 8 26 

Les résultats indiquent que l'isoforme anteisoC-17 est la plus active vis-à-vis de 

Botrytis cinerea. La valeur de la CMI pour cette isoforme, 8 J.lmol!L, est identique à celle 

obtenue pour la solution mère. Ce phénomène pourrait s'expliquer simplement car la 

proportion de mycosubtiline anteisoC-17 est élevée dans la solution mère (80% ). Une autre 

explication serait l'effet de synergie entre différentes isoformes de mycosubtilines. Ce 

phénomène a déjà été observé à l'égard d'autres lipopeptides tels que la surfactine et l'iturine 

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

3. 1.4. EN BREF 

Uisdj) ff te alîtî? soe-l7!.,te l" t: f COS'~~~;~~ estfla ~ '"~·fi{4ttive.rfat"-à-Vl0 J!1Eé JJ~d"tis 
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fÎn~fe~l JI ;et,Ie <}jfl:la t*IPem J~l:ta Jttllje c~~ er acjjiil sOîfl{lal ;Je S~U,l 

w:fll\ètré )!ii )ôneS!im ~t~. tm~fli~âètivith[ ànt~P,giiflie;,~e; ta ~~psli:JûJIJe. *EJtr iffêt 
l'isof~€r:c ~t'èisdt#l:? ~~· ac~?té ··~on ia'~ sim\f~cativ~A:.nt ~'- : élevé •. ~ue 'ir!~ .. ~ . "''', éh, "< '#:'"?'- , ~1 g ~,;;; x c~"'~ 7~ ~out' -· ,, E 

r!..l'!.M.'ii;:4e ~.~·. '217 vi.:. 1~.! -vis'W..J··'1B.It' *tea.IJ êtlvité!df..<.~'.'tif~~. :P·· .• .-·· dê/1.~•.7"' fo "l.•.·.lnteisJr<.u .. 11 ~UfJi11 ~ . "'· ~ .. 'ni. , . .,f,f<f v ... ~ .• cf!F'! np.w ~. 

~fâllcwj'ioontiiOO à!fellé'd~\:lâ ~ôiü:tioU;îhèr.tlf J~e ~t ~'lys ~N:.4e ni,<JfPîÏne 
antei c:f7 ~oit <!J}Yo-l:;;.@'tile 8 M~vis~~ ·de S;l;;f:harii""'lMi,/Oes cefllvisiaeJ'I d'As.Jilt"l·mJus ...... JfO · .. · ., LVL!lfflvv.. . ~ .MW • • •• • ~ ...,, .• .~":~*' .. "'' ~~ F, .A:'ifF.t , 

.::::~et d/16 M ~·· -à-~is:ti' d~A.:da allA :ans::'I1 'mlie*rênie.i:.em in+.t.issant2...î.& .. la 'IMJ!fR .. ttx f.l .Ji'"~ . . e .J!f!"-P JP . ,, , ~ ......... ..... ,•p .. ..U!'.:<'. .y.<;fJw 

suite ~vàî\lfê'ffid)~rfla:'séJe(fifité''~:jrbillv.nthè\è Çle rîfj~g~JJ{tiflJe.iiti&lritàr#~·~forme 

~isbt;ll1. 

80 



3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

3.2. CHOIX DU MILIEU DE CUL TURE 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 synthèse de 

mycosubtiline et de surfactine a été 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 

pH sont représentés sur la figure 14. 
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Figure 14 : Evolution du logarithme de la densité optique à 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 à 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 à la sporulation. 

Les profils d'évolution du pH des milieux de Landy et ACS sont de nouveau 

comparables. Une acidification probablement liée à la production d'acides organiques lors de 

l'utilisation du glucose comme source de carbone est suivie d'une alcalinisation démarrant 

lorsque la cellule reconsomme ces mêmes acides ou bascule sur la consommation de 1' acide 

glutamique (milieu de Landy) ou de l'acide citrique (milieu ACS). Cependant, les variations 

de pH sont plus faibles avec le milieu ACS. Concernant le milieu DSM, une brève 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 l'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 l'alcalinisation du 

milieu de culture. 

La figure 15a présente deux exemples de chromatogrammes issus de l'analyse en 

CLHP des mycosubtilines et des surfactines réalisées comme il a été décrit au§ 2.7.4.2. Les 

résultats sont obtenus après injection des sumageants 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 1 'analyse en CLHP des lipopeptides produit par 

B. subtilis ATCC 6633 après 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 grâce à la 

spécificité de leur signal en dérivée seconde. Il est à noter que cette spécificité est plus 

marquée pour la famille des mycosubtilines (figure 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 chaînes 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 Cl8 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 à 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 révèle 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 à 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 déjà été 

obtenu, dans d'autres conditions de purification des lipopeptides pour l'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 après 52 h de culture. 
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Figure 16: Concentrations en mycosubtiline et suifactine après 52 h de culture en fioles de 

B. subtilis ATCC 6633 dans les milieux DSM, ACS et Landy. Les barres d'erreur représentent 

l'écart-type à 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 l'appareillage utilisé (<0,5 mg/L). La quantité de surfactine produite est 

très faible sur milieu de Landy et DSM. Par conséquent, les surfactines n'ont pas pu être 

détectées sur l'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 façon 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 synthèse. Duitman et al. (2007) ont, en effet, démontré que les 2 peptides non 

ribosomaux synthétisés par ATCC 6633 ne sont pas régulés par les mêmes mécanismes. Il est 

connu que ComA est impliqué dans le mécanisme global de transduction du signal du 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

chorurn-sensing qui agit comme régulateur de l'expression srf (Nakano et Zuber, 1991), le 

gène qui code pour la surfactine synthétase responsable de la synthèse de la surfactine. 

Pourtant les études réalisées avec un mutant d' ATCC 6633 ~comA ne montrent aucun effet de 

l'absence de CornA sur l'expression du gène mye codant pour la rnycosubtiline synthétase 

responsable de la synthèse de surfactine. 

Le milieu de Landy apparaît 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 1 00 MM 

Le milieu de Landy ayant été choisi comme référence, l'effet de l'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 à une condition additionnée de tampon MOPS pH 7,0 

à 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 l'acide glutamique et les cinétiques de production 

du lactate, de l'acétate, de 1' oxalate et des rnycosubtilines 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, de MOPS à une concentration 

de 100rnM. 
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Figure 17 : Evolution du logarithme de la DO à 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 à pH 

7,0 par du MOPS à une concentration de 100 mM. La moyenne est calculée sur les résultats 

obtenus à partir trois cultures ayant été inoculées à des niveaux de biomasse identiques. Les 

barres d'erreur représentent l'écart-type à la moyenne. 

La courbe de croissance de la condition témoin révèle 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 l'acidification. Cette croissance ralentie correspond à un changement de 

métabolisme probablement lié à une limitation par un des substrats, au passage de 

consommation d'une source carbonée à une autre, à une inhibition par un des produits ou à un 

mauvais couplage énergétique en raison de la valeur basse du pH proche de 5,3. Enfin, la 

quatrième 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 à lOO 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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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

chute du pH durant les premières heures est mieux maîtrisée. Ce résultat étant sati sfai sant, une 

analyse physiologique plus poussée est réalisée afin de mieux caractériser la culture. La figure 

18 présente l' évolution de la consommation du glucose ainsi que de l'apparition de l' acétate 

et du lactate. La présence d'oxalate n'a pu être mise en évidence. 
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Figure 18 : Evolution de la consommation du glucose, de l'apparition de l 'acétate et du 

lactate au cours de cultures en fioles de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy et milieu 

de Landy tamponné à pH 7, 0 par du MOPS à 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 T R des composés analysés sont les suivants : T R du 

glucose: 3,6 min, TR de l' acide lactique : 4,7 min, TR de l' acide acétique : 5,6 min. La vitesse 

de consommation du glucose est un peu ralentie après 24 h dans le milieu de Landy 

tamponné. Au niveau de l' apparition de l'acétate, le maximum apparaît sur les courbes dans 

les deux cas à 12 h de culture. Ce maximum est trois fois pl us élevé et la reconsommation de 

cet acide se réalise plus vite pour le milieu tamponné. Quant à l'acide lactique, les njveaux de 

production sont similajres. Le maximum est atteint après 12 h pour le milieu tamponné et 

après six heures pour le mjlieu de Landy. D' autres molécules pourraient être responsables de 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

la phase d'acidification, notamment l'acide pyruvique mais il n'a pu être dosé à l'aide de la 

colonne utilisée. La reconsommation des acides organiques se poursuit pour les deux milieux 

jusqu'à 60 h de culture. Ces résultats montrent dans un premier temps un parallélisme entre la 

chute du pH et l'apparition de ces acides et dans un deuxième temps entre l'augmentation du 

pH et leur reconsommation. Le suivi de la consommation de l'acide glutamique est donné 

dans le tableau 13. 

Tableau 13: Concentration en g/L de l'acide glutamique dans le milieu de Landy et milieu de Landy 

tamponné à un pH de 7,0 par du MOPS à une concentration de lOO mM lors de cultures en fioles de 

B. subtilis ATCC 6633. 

Landy Landy MOPS 100 mM à 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 paraît légèrement 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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3. Activité biologique et effet des conditions environnememales 

·~···fit ···landy MQilS 

lOO mM 

Figure 19: Cinétique de production des mycosubtilines par .B. subtilis ATCC 6633 sur milieu 

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

La production est observée durant les 80 premières heures et atteint un maximum de 

55 mg/L à 60 h en présence de MOPS 100 mM. La diminution de la concentration en 

mycosubtilines après 48 h, plus marquée sur le milieu de Landy non tamponné, doit être 

analysée avec précaution compte tenu des écart-types importants sur les valeurs mesurées. 

Cette chute pourrait être due à un problème d'interférence entre le pH de l'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 hypothèse pourrait d'ailleurs expliquer que l'on ne dose aucun lipopeptide sur le 

milieu 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 6633lors de culture en fioles sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné à pH 7,0 

par du MOPS à 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 légèrement à 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. 
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Figure 21 : Cinétique de production des suifactines par B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de 

Landy non tamponné ou tamponné à pH 7,0 par du MOPS à une concentration de lOO mM. 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

La production de surfactine atteint un maximum de 82 mg/L à 80 h en présence de 

MOPS 100 mM. Cette synthèse 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'après Leenders et 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 à la quantité de surfactine 

produite est égale à 5,22 à 48 h et à 0,92 à 60 h. Cela indique que la sélectivité de la synthèse 

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 élevé permettant de favoriser la production 

de mycosubtiline au détriment de la production de surfactine orientera 1' arrêt des cultures 

après 48 h de croissance, c'est à dire au début de la phase stationnaire. 

3.3.1.2. AUTRES TAMPONS 

Des cultures en fioles de B. subtilis 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 à 

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 être observée dans ces conditions de 

travail. 

3.3.2. CUL TURE 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 à faire varier la plage de travail en pH et de mesurer son influence sur la 

physiologie du microorganisme et la production des mycosubtilines. Les paramètres 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 deuxième tampon 

zwittérionique, le MES, est utilisé car le pKa du MOPS d'une valeur de 7,20 à 25°C ne 

permet pas de tamponner efficacement dans des zones de pH proches de 6. Le pKa du MES à 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

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 même pH de 6,5. Pour résumer, 4 

cultures à différents pH sont lancées en parallèle : 

• A pH 7,0 sans tampon (témoin), 
) 

• A pH 6,5 en présence d'un tampon MOPS lOO mM, 

• A pH 6,5 en présence d'un tampon MES 100 mM, 

• A pH 6,0 en présence d'un tampon MES 100 mM. 
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Figure 22 : Evolution du logarithme de la DO à 600 nm et du pH lors de cultures en fioles de 

B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landynon tamponné ou tamponné à pH 6,5 par du MOPS 

100 mM, à pH 6,5 par du MES 100 mM et à 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 à 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 être dû soit à un 

meilleur effet tampon, soit à une production plus faible en molécules acidifiantes ou à 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 l'acétate et du lactate. 
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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 à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, 

à pH 6,5 par du MES 100 mM et à 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 à noter que la 

vitesse de consommation du glucose dans la condition MOPS pH 6,5 ralentit à partir de 24 h 

comparativement à la condition témoin en raison d ' une entrée en phase stationnaire plus 

précoce. 

La cinétique d'apparition de l'acétate est sensiblement identique dans tous les milieux 

étudiés, cependant, les maxima de production diffèrent (figure 24). 
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Figure 24 : Evolution de l'apparition de l'acétate lors de cultures en fioles de B. subtilis 

ATCC 6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, 

à pH 6,5 par du MES 100 mM et à pH 6,0 par du MES 100 mM. 

La production la plus importante apparaît dans le milieu tamponné à pH 6,0 par le 

MES, suivi de près par le milieu tamponné à pH 6,5 par le MES. Ensuite vient le milieu 

tamponné à pH 6,5 par le MOPS, avec une production plus basse que dans le milieu tamponné 

par le MES au même 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 l'acétate puisqu'elle apparaît 

seulement après 6 h et n' atteint que 0,2 g!L au maximum à 12 h (figure 25) . Elle est quasi 

nulle à pH 6,0. Les milieux tamponnés à pH 6,5 ont des taux de production similaires, 

cependant les maxima sont atteints à des moments différents. Les taux de production sont 

deux à trois fois plus faibles que pour le témoin. 
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Figure 25: Evolution de l'apparition du lactate lors de cultures en fioles de B. subtilis ATCC 

6633 sur milieu de Landy non tamponné ou tamponné à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, à pH 

6,5 par du MES 100 mM et à pH 6 par du MES 100 mM. 

Le tableau 14 présente les résultats des dosages de l'acide glutamique. 

Tableau 14: Concentration de l'acide glutamique (g/L) dans le milieux de Landy non tamponné, 

tamponné à pH 6,5 par du MOPS ou du MES à une concentration de 100 mM ou tamponné à pH 6 par 

du MES à une concentration de 100 mM lors de cultures en fioles de B. subtilis ATCC 6633. 

10 h 

30h 

80 h 

Landy 

2,992 

1,438 

0,024 

MOPS6,5 

3,288 

2,128 

0,163 

MES 6,5 

3,847 

1,305 

0,154 

MES6 

3,629 

1,590 

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 à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, à pH 

6,5 par du MES 100 mM et à pH 6 par du MES 100 mM. 

La production de mycosubtiline est fortement variable au-delà de 48 h dans le cas de 

la culture témoin ce qui renforce l'idée de limiter les variations de pH en utilisant un tampon. 

Elle est meilleure dans le milieu tamponné avec du MOPS à pH 6,5. Elle atteint 69 mg!L et 

est 5 fois supérieure à celle observée avec le MES au même pH à 60 h. Cette différence 

importante peut avoir deux origines : l'évolution du pH qui est légèrement 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' hypothèse 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 consommées. Se basant sur ce résultat et pour la suite du travail, les cultures seront 

arrêtées 48 h après 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 à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, à pH 6,5 par du MES lOO mM 

et à 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 premières heures. La concentration chute entre 24 et 48 h puis 

augmente légèrement entre 48 et 80 h. Il apparaît que la culture en présence de MOPS 

100 mM pH 6,5 favorise la synthèse de surfactine puisque 119 mg/L sont obtenus après 80 h 

de culture, soit huit fois plus que sur milieu de Landy non tamponné. La quantité de 

mycosubtiline produite rapportée à la quantité de surfactine produite est égale à 2,32 à 48 h et 

à 1,23 à 60 h. Lors des cultures de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy en présence de 

MOPS lOO mM pH 7.0 (§ 3.3.1.1..), ce rapport était de 5,22 à 48 h et de 0,92 à 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 à pH 6,5 par du MOPS 100 mM, à 

pH 6,5 par du MES lOO mM et à 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 l'évolution des proportions des isoformes de mycosubtiline au 

cours du temps pour les différentes expériences. On ne relève 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-11. L'aspect cinétique de la synthèse ne relève pas d'évolution 

notable du profil au cours du temps sauf pour les expériences témoin et MES pH 6.5 où 

aucune mycosubtiline C-17 n'est détectable à 24 h. Ce résultat est probablement lié aux très 

faibles concentrations en mycosubtiline détectées à 24 h. 

3.3.3. EN BREF 
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3. Activité biologique el effet des conditions environnementales 

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

MYCOSUBTILINES 

3.4.1. INFLUENCE CHEZ 8. SUBTILIS ATCC 6633 ET 88G100 

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 l'acide glutamique, l'alanine, la valine, la leucine, l'isoleucine 

et la thréonine. Ils ont donc été testés afin de mesurer leur influence sur la formation sélective 

d'isoformes de mycosubtiline par ATCC 6633 et son dérivé BBGlOO. Ils sont ajoutés à une 

concentration de 2 g/L (Besson et al., 1992) à un milieu de Landy modifié, où l'acide 

glutamique est remplacée par du sulfate d'ammonium à 2,3 g/L, voir § 2.2.1.5 . L'ajout 

d'acide palmitique a aussi été testé. 

Q) 100 
ATCC 6633 

c: 

:ë 80 J 
Ill 
0 
u 
>-
E 60 
Q) 

"t:l 
Ill 40 Q) 

ê 
0 -0 20 Ill 

"t:l 
-;R. 
0 0 l Jfi ~ 1 J • 

Témoin Al a Val lie Glu Pa lm Th réa Leu 

Figure 28 : Proportions des diverses isoformes présumées de mycosubtiline (en bleu foncé: 

isoC-16; en rouge : anteisoC-17 ; en jaune : isoC-17) après 48 h de culture de B. subtilis 

ATCC 6633 sur milieu de Landy modifié 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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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

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 être observée pour le témoin de 

culture. En présence d'acide glutamique à 2 g!L, le profil obtenu est proche du profil moyen 

obtenu sur milieu de Landy (acide glutamique à 5 g/L) et décrit au§ 3.3.2. Le même 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 à 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). 

i SGûü 

4()()()·· 

:: 
2000 "' ; 

"' "' ~ ... lb 

"' "' "' -

Figure 29: Spectre de masse MALDI-TOF provenant d'un surnageant pré-purifié sur colonne 

Cl8 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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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

Le rapport du pic principal rn/z de 1109,513 est à rapprocher de la valeur théorique du 

rapport pour la mycosubtiline C-16 [M+K+] qui est de 1109,539. 

Figure 30: Spectre de masse MALDI-TOF provenant d'un surnageant pré-purifié sur colonne 

C/8 d'une culture de B. subtilis ATCC 6633 sur sur milieu de Landy modifié MOPS lOO mM 

pH 7,0 additionné d'isoleucine. 

Le rapport rn/z de 1123,484 est à 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 l'isoleucine ou de la thréonine, une isoforme à longue chaîne lipidique C-17 est 

produite majoritairement. 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

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, l'isobutyryl-CoA, l'isovaléryl-CoA et le 

méthyl-2-butyryl-CoA proviennent soit de la synthèse de novo d'acides gras branchés, soit de 

l'apport exogène respectif de la valine, de la leucine ou d'isoleucine. Ces intermédiaires 

métaboliques sont les précuseurs respectifs des acides gras isoC-14 ou C 16, isoC-15 ou C-17 

et anteisoC-15 ou C-17. Plus récemment, des auteurs ont étudié les proportions d'acides gras 

P-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 P-hydroxylés iso pairs, la présence d'isoleucine celle d'acides gras P­
hydroxylés anteiso impairs (particulièrement l'homologue C-15) et la présence de leucine 

celle d'acides gras P-hydroxylés iso impairs. 

Comparées à 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 

synthèse d'isoformes de mycosubtiline un schéma métabolique de synthèse est proposé dans 

la figure 31. Il est à noter que la thréonine étant un précurseur de l'isoleucine (Sonenshein et 

al., 2001), cela explique que les profils obtenus en présence de ces deux acides aminés soient 

similaires. 
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Thréonine 

l Déshydrogénase 
[EC:4.3.1.19]; 

2-oxobutanoate 

1 

3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

Iso leucine Valine 

l Aminotransférase [EC:2.6.1.42]; l 
1 1 
L. • _ • _ • _i 3-methyl-2-oxopentanoate 2-oxoisopelntanoate 

.-------

~ataoolisme âes 
acides aminés 

2-oxoisovalerate déshydrogénase [EC:l.2.4.4]; 

Lipoamide acyl-transférase [EC:2.3.1.-]; 

2-methylbutal noyl-~~:oacyl-[ acp 1 synthas~s;;utyrlyl-CoA 
[EC:2.3.1.41]; 

2-methylbutanoyl-[acp] Isobutyryl-[acp] 

Mécanisme répété 6 fois 
3-oxoacyl-{acp] réductase 
[EC:l.l.l.JOO]; 

énoyl-[acp] réductase 
[EC:J.3.1.9]; 

Chaîne d'acides gras branchée sur la 
mycosubtiline possédant 17 carbones, 

isomérie : antéiso 

~H3-~Hz-CH-(CH2)trR 
1 

CH3 

Chaîne d'acides gras branchée sur la 
mycosubtiline possédant 16 carbones, 

isomérie : iso 

Figure 31 : Métabolisme candidat de la synthèse de mycosubtiline isoC-16 et anteisoC-17 

chez B. subtilis (modifié de Kegg) 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

La figure 32 représente les proportions des diverses isofonnes de mycosubtiline 

produites par la souche recombinante B. subtilis BBG lOO 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) après 48 h de 

culture de B. subtilis BBGJOO sur milieu de Landy modifié 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 BBG 100 a été 

obtenue dans un précédent travail (Leclère et al., 2005) par remplacement du promoteur Pmyc 

de l'opéron mye codant pour la mycosubtiline synthétase par un promoteur fort constitutif 

PrepU originaire du plasmide pUB 110 de Staphylococcus aureus. Cette souche est 

surproductrice de mycosubtiline synthétase. Par rapport aux cultures de B. subtilis ATCC 

6633, les analyses en CLHP révèlent 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. Il 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 BBGlOO produit les trois principales isoformes 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

(isoC-16, anteisoC-11, iso C-17) de mycosubtiline et non ATCC 6633. En présence d'acide 

palmitique, les isoformes anteisoC-11 et isoC-11 ne sont pas dans les mêmes proportions 

mais la déviation standard est très élevée pour cette expérience. Ceci est dû aux interférences 

analytiques générées par l'acide palmitique qui interagit probablement avec la matrice C-18 

de la colonne de séparation. De plus, le problème de la solubilité de l'acide palmitique dans le 

milieu de Landy modifié entraîne 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 l'isoforme de type isoC-16. De la même façon, en présence 

d'isoleucine ou de thréonine, l'isoforme anteisoC-11 est produite majoritairement. En 

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

lrelsl dtt(dtyt~s}lbtiline ~JtoiitM :âse :ilr'~ld:'Jilite à l~étudltifn:ilralilf~n 

ti!~Jiîito~ •,dont l' ol:ijei!/if .~.ra dl. ·J:ne#re en éviÜen4l Jeli;fiMr{f~l;rles 

perm~~* 14)ÎitiiJJe;"' mycosubtiline ai/teilk:,.~\'t. 
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3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

3.5. PRODUCTIVITE EN MVCOSUBTILINE ET SOURCES CARBONEES 

Des auteurs ont réalisé une étude sur l'influence de la source carbonée en testant la 

capacité de synthèse d'iturines par B. subtilis NCIB 8872 en présence de glucose, de glycérol, 

d'acide lactique, d'acide pyruvique et d'acide citrique (Besson et al., 1987). L'utilisation des 

acides organiques a conduit à une quasi-absence de synthèse d'iturine. Ce phénomène serait 

lié aux valeurs extrêmes de pH atteintes lors des ces cultures non tamponnées. En revanche, 

une forte synthèse 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 façon équimolaire par du glycérol. Dans cette 

étude, l'objectif est de déterminer si l'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. subtilis BBGIOO dans le milieu de Landy modifié tamponné par du MOPS 

100 mM à pH 7,0. 
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Figure 33: Productivités spécifiques en mycosubtiline produite par B. subtilis BBGJOO après 

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 

l'interprétation difficile. Le glucose permettrait cependant l'obtention de productivité 

spécifique moyenne sensiblement plus élevée. Les résultats obtenus en présence de glycérol 

pourraient par exemple être exploités dans un procédé de production en bioréacteur alimenté 

en continu, où les concentrations en source carbonée peuvent être élevées, sans provoquer de 

répression catabolique chez Bacillus. Aucun effet sur la sélectivité du profil de biosynthèse 

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 8. SUBTILIS ATCC 

6633 ET BBG100 

3.6.1. INTRODUCTION 

Si l'on se réfère au§ 3.3.1.1., la croissance montre un ralentissement entre 4 et 8 h qui 

se traduit par un ralentissement de l'acidification et qui se prolonge ensuite lors de la phase 

d'alcalinisation. Cette croissance ralentie pourrait être lié à une limitation par un des substrats, 

notamment une carence en fer. De plus, selon certains auteurs, l'ajout de fer dans le milieu de 

culture non tamponné peut entraîner une augmentation de la production en surfactine par B. 

subtilis ATCC 21332 (Wei et Chu, 1998). Un effet semblable pourrait être 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 ~· 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 enfer: A: 6 f.iM, B: 60 f.iM, C: 600 f.iM 

Les courbes d'évolution de la 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 l'hypothèse où ce ralentissement est dû à 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 être limitant. Concernant le pH, les courbes correspondant 
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aux ajouts de 6, 60 et 600 !JM en fer sont comparables entre elles et sont similaires au témoin 

du § 3.3.1.1. durant les 48 premières heures. Une légère acidification inexpliquée apparaît 

entre 48 et 72 h. 

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

tableau 15. 

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

Concentration en fer (J.LM) 

6 

60 

600 

mycosubtiline 
(mg/L) 

139 

143 

75 

Une production similaire en mycosubtiline est observée dans le cas d'ajout de 6 et 60 

!JM de fer. En revanche, l'augmentation de la concentration en fer au-delà de 60 !JM 

s'accompagne d'une diminution de la production. Dans ces conditions, la concentration en fer 

devient inhibitrice de la synthèse de mycosubtiline. 

3.6.3. EN BREF 
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ajoutdefêlll' a~9i pluj àldugmente;ç:ll~m::tioq.dertm\rdi:sjbûlipjt, 

111 



3. Activité biologique et effet des conditions environnementales 

3.7. EFFET DU TRANSFERT D'OXYGENE SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE DANS UN 

SYSTEME DE CULTURE AEREE EN SURFACE RAMQS 

3. 7.1. INTRODUCTION 

Le ralentissement de la croissance observé au§ 3.2.1.1. entre quatre et 8 h de culture 

pourrait être lié à une limitation par l'oxygène. Cette étude comporte un double intérêt car le 

métabolisme de l'oxygène peut influencer la voie non ribosomale de synthèse des 

lipopeptides microbiens (Desai et Banat, 1997) (Jacques et al., 1999). L'influence de 

l'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 oxygène (OTR) est un paramètre essentiel pour 

quantifier 1' effet de différentes conditions de tension en oxygène sur 1' état métabolique et 

physiologique des microorganismes en culture. Jusqu'à présent, aucune étude n'a permis le 

suivi en ligne du taux de transfert en oxygène à l'aide d'un outil d'analyse des gaz comme un 

détecteur paramagnétique ou un spectromètre de masse. En effet, que ce soit en fiole 

d'Erlenmeyer ou en bioréacteur, l'analyse des gaz est prohibée car dans le premier cas elle 

n'est pas adaptée au système et dans l'autre, elle est confrontée aux débordements de mousse 

qui accompagnent la synthèse des lipopeptides surfactifs. Ce verrou technologique a pu être 

levé grâce à l'utilisation d'un système de culture aéré en surface de type RAMOS et dans le 

cadre d'une collaboration avec le laboratoire du Department of Biochemical Engineering à 

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 l'effet d'une limitation en oxygène est entreprise avec un double objectif. 

Premièrement, suite aux interrogations sur l'origine du ralentissement précoce de la 

croissance de nos souches sur milieu de Landy, nous avons calculé les paramètres de la 

culture influant sur le transfert d'oxygène pour que les conditions de culture en fioles à 

ProBioGEM soient identiques à celles du système RAMOS à Aix-la-Chapelle, et ce afin 

d'établir si ce phénomène de ralentissement a pour origine une limitation en oxygène. 

Deuxièmement, il paraît intéressant de caractériser la production de mycosubtiline en faisant 

varier les niveaux de limitation en oxygène d'une expérience à l'autre. 
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3. 7.2. TRANSFERT DES CONDITIONS DE CUL TURE DU SYSTEME DE CUL TURE EN FIOLES 

D'ERLENMEYER AUX FIOLES RAMOS 

Le transfert des paramètres du système de culture en fioles d'Erlenmeyer (fiole) aux 

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

.!..._fiole=.!..._ RAMOS 
VL VL 

où _!_correspond à la puissance volumique et est calculée selon l'équation : 
VL 

Avec n: la fréquence d'agitation en t.s-I, d le diamètre de la base des fioles, Re: le nombre de 

n*d 2 *p 
Reynolds calculé selon la relation : Re = 0 

1'/ 

La valeur cible de la puissance volumique est obtenue en minimisant l'erreur correspondant à 

la différence entre .!..._fiole et _!_RAMOS en utilisant l'algorithme de Newton et en prenant 
VL VL 

comme variable n: la fréquence d'agitation. 

Les données nécessaires au calcul de .!..._fiole et !__ RAMOS et les valeurs du nombre de 
VL VL 

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 

système de fioles RAMOS 

Cultures en fioles d'Erlenmeyer Cultures en fioles RAMOS 

p (kg.m·) 1000 1000 

tf(m) 0,105 0,085 

VL(m3
) 5.10"5 2,5.10"5 

do(m) 0,05 0,05 

1J (kg.m·1.s'1) 1.10-3 1.10-3 

N (rpm) = variable 140 155 

Re 25 725 18 532 

p 

VL 
291 291 

Pour reproduire les conditions de culture en fioles au laboratoire ProBioGEM au 

niveau du système RAMOS à Aix-la-Chapelle, l'agitation doit être réglée à 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 BBG 100 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/L et de 

MOPS 100 mM pH 7 .0. Les évolutions du taux de transfert d'oxygène (OTR en mol/Uh), 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 être analysées en deux parties. 
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Figure 34: Evolution du taux de transfert d'oxygène (OTR en mmol/Uh), de dioxyde de 

carbone (CTR en mol!Uh) et du quotient respiratoire lors de cultures en fioles RAMOS de la 

souche B. subtilis BBGJOO en milieu de Landy modifié additionné de 2 g!L d'acide glutamique 

et de MOPS 100 mM pH 7.0. 

• Analyse des gaz entre 0 et 20 h de culture. 

Une croissance sur glucose et acide glutamique est observée de 0 à 20 h. La 

consommation en 0 2 et le dégagement du C02 augmentent (OTR et CTR respectivement), ces 

phénomènes étant bien évidemment induits par la multiplication des microorganismes dans le 

milieu (figure 36). Cependant, après environ 5 h, le taux de transfert en oxygène arrive à son 

maximum et un plateau à 0,014 mol d'02.L- 1.h-1 est observé. Ceci ind.igue une_!i_mitati~ 

oxygène. Cette limitation pourrait être à l'origine de la production d'acides organiques (figure 

35) tels que l'acide acétique ou l'acide lactique (et l'acide oxalique trouvée à l'état de trace). 

2 ,5 

Q) 
2,0 i:::r 

üc, 
1 ,5 l'Il~ 

..J Q) 

Q) -
- l'Il 1 ,0 l'Il-
- l'Il •Q) >< 
uO 0,5 ct 

0,0 

0 

20,0 

16,0 ::::J 
e;, 

12,0 -; 
1/) 

8,0 8 
:::s 

4,o a 

~=;===111~=---,------~--- 0,0 

12 24 36 48 60 72 
Age(h) 

--oxalate 

-----..----Lactate 

~Acetate 

--liE-- Glu 

---•-- Glc 

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 BBGJOO en milieu de Landy modifié additionné d'acide glutamique à 2 g/L 
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Il est à noter que l'acétoïne ou le 2,3 butanediol (non dosés mais suspectés) 

généralement synthétisés par les souches de B. subtilis en conditions anaérobies pourraient 

avoir été produits lors de nos expériences. 
_____./ 

• Analyse des gaz après 20 h de culture. 

Après 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 oxygène et consécutivement une modification de la valeur 

de QR (figure 34) qui se stabilise aux environs de 0.7-0.8. 

~3 
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~ 2 .. 
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60 

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 BBGJOO en milieu de Landy 

modifié additionné d'acide glutamique à 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 BBGIOO. L'extrait 
r-­

de levure présent dans le milieu de Landy modifié pourrait être cette source de carbone. De 

plus, la disparition, lors du dosage, des acides organiques produits indique qu'ils sont eux 

aussi consommés !(Grundy et al., 1993). A 46 h de culture, le phénomène observé 
-----

d'augmentation du CTR et de l'OTR pourrait être dû soit à la consommation des acides 

organiques qui se continue, soit à l'apparition d'une nouvelle source de carbone dans le 

milieu. Cette nouvelle source de carbone peut être consécutive à la mort de cellules via le 

relargage de protéines. L'utilisation des protéines comme source carbonée peut être appuyée 

par un rapport CTR/OTR constant et proche d'une zone comprise entre 0,7-0,8. Une autre 

explication pourrait être la re-consommation d'un produit comme la surfactine comme 
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proposé comme hypothèse au§ 3.3.1.1. Pour finir, la lente descente de l'OTR de la 50ème à la 

70ème heure pourrait indiquer qu ' un autre composant du milieu s'avère limitant. 

Les deux phases distinguées au cours de l'analyse des gaz se retrouvent lors de la 

production de mycosubtiline (figure 36) où deux pentes de production distinctes sont 

observées. En effet, une première pente de production est observée durant la phase de 

croissance du microorganisme et une seconde ensuite, la première étant supérieure à la 

seconde. La figure 36 indique que la mycosubtiline continue d'être produite par la souche de 

B. subtilis BBG 100 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 l'utilisation du milieu de Landy modifié. 

D'après les résultats d'analyse des transferts d'oxygène obtenus grâce au système 

RAMOS, la concomitance entre le ralentissement de la croissance apparaissant quelques 

heures après le début de la phase exponentielle de croissance et la limitation en oxygène 

semble être établie, la limitation en oxygène apparaissant nettement après 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 giLet tamponné par du MOPS lOO mM pH 7,0. 
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Figure 37: Evolution du taux de transfert d'oxygène (OTR en mol/Uh), de dioxyde de 

carbone (CTR en mol!Uh) et du quotient respiratoire lors de cultures en fioles RAMOS de la 

souche B. subtilis BBGJOO en milieu de Landy modifié additionné d'isoleucine à 2 g/L. et de 

MOPS 100 mM pH 7.0 
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Les évolutions du taux de transfert d'oxygène (OTR en mol/Uh), 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 même que pour l'expérience précédente, une forte croissance sur glucose est 

clairement observée de 0 à 20h. Après environ 5 h, le taux de transfert en oxygène arrive à 

son maximum et un plateau à 0,014 mol d'02.L-1.h-1 est de nouveau observé (figure 37). Ceci 

indique une limitation en oxygène. Elle est accompagnée d'une faible production d'acide 

acétique. 

• Analyse des gaz après 20 h de fermentation. 

L'analyse physiologique est identique à celle faite pour 1' expérience précédente à la 

différence qu'aucune reprise de l'activité respiratoire n'est observée à 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 l'expérience 

précédente (figure 39). Compte tenu de la variabilité observée sur ce paramètre, voir§ 3.3.1.1. 

cette différence peut ne pas être significative. Cependant, 
1 

l'hypothèse qu'une absence de 

production d'acides organiques favorise la synthèse 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 BBGJOO 

en milieu de Landy modifié additionné d'isoleucine à 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 BBGIOO en milieu de Landy modifié 

additionné d'isoleucine à 2 g/L et de MOPS lOO mM pH 7.0 

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

oxygène apparait en effet nettement après 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'oxygène 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 milieu de culture dans ces 

expériences afin de mieux d'obtenir une composition mieux définie du milieu de culture. 

L'effet spécifique du retrait de l'extrait de levure du milieu de culture sera traité dans les 

expériences préliminaires de l'étude en transcriptomique au§ 4.2.1. 

Pour chacune des deux souches testées, quatre conditions différentes de limitation en 

oxygène 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 mL, 42 

mL et 60 mL. Pour chaque expérience, trois fioles « sacrifices » évoluent en parallèle dans les 

mêmes 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'oxygène. Les taux de transfert en 0 2 (OTR) sont 

représentés sur la figure 40. 
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Figure 40 : Evolution du taux de transfert en oxygène ( OTR) pour les cultures en milieu Landy 

modifié, sans extrait de levure, additionné d'acide glutamique à 2 g!L et MOPS lOO mM pH 

7.0 de B. subtilis ATCC 6633 (Al) et BBGJOO (BI) pour différents volumes de remplissage JO 

mL(+), 25 mL ( • ), 42 mL ( ._ ) et 60 mL ( •) 

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 à 20, 14, 9 et 

7 mmol d'02.L-1.h-1
• 

Pour la souche ATCC 6633, après une longue période de latence de 10 h due à 

l'absence d'extrait de levure dans le milieu de culture, on observe une augmentation de la 
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consommation en oxygène en corrélation avec l'augmentation de la biomasse, jusqu'à 

atteindre la vitesse maximale de transfert en oxygène après 16-18 h de culture : le plateau 

observé indique une limitation en oxygène. On remarque ensuite une diminution successive 

de la valeur de l'OTR à partir de 24 h pour les expériences correspondant à 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 l'expérience avec un volume de 

culture de 60 mL, la culture est arrêtée avant la consommation entière du glucose. En effet, il 

reste 0,48 giL de glucose disponible dans le milieu au bout de 48 h. 

Pour la souche BBG 100, la période de latence ne dure que 4 h. Cette différence avec la 

souche ATCC 6633 reste inexpliquée. Une première augmentation de l'OTR est observée 

mais la consommation en oxygène diminue avant de redémarrer dans un deuxième temps. Il 

apparaît que les profils des courbes « en deux temps » obtenus avec BBG 100 sont différents 

de ceux, plus classiques, obtenus avec ATCC 6633. Pourtant leur reproductibilité n'est pas à 

mettre en cause. En effet, les cultures de BBGlOO sur milieu de Landy modifié additionné 

d'acide glutamique 2 giLet MOPS 100 mM pH 7,0 montrées au § 3.7.3.1. présentent les 

mêmes 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 l'hypothèse 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 oxygène est obtenue après 20 h de culture correspondant à des valeurs 

d'OTR de 9 et 7 mmol.L-1.h-1 pour les expériences respectives à 42 et 60 mL de milieu de 

culture. Aucune limitation n'a pu être observée pour l'expérience à 10 mL. Aucun résultat 

n'est présenté pour l'expérience à 25 mL en raison de l'apparition de spores observées lors du 

contrôle 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 oxygène 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 (Al) et BBGJOO (BI) pour différents volumes de remplissage de JO mL(+), 25 mL 

( • ), 42 mL ( .... ) et 60 mL ( •) 

L'évolution des courbes présentées sur la figure 41 Al montre que le taux de transfert 

en oxygène a une forte influence sur la production de mycosubtiline chez ATCC 6633. La 

production est plus élevée lorsque la limitation en oxygène est plus importante. La condition 

la plus stringente correspondant à 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 à la condition la moins 

stringente. Cette différence pourrait être plus élevée à 72 h mais le nombre de fioles sacrifices 

permettant de réaliser l'échantillonnage étant limité dans le système RAMOS, cela n'a pu être 

réalisé. 
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En revanche, les résultats obtenus pour la souche BBGlOO démontre qu'il n'y a 

vraisemblablement aucun effet de la limitation en oxygène sur la synthèse 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 à celle de 239 mg!L 

obtenues au§ 3.7.3.1 car l'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 après 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 swfactine en fonction du temps chez B. subtilis 

ATCC 6633 (Al) et BBGJOO (BI) pour différents volumes de remplissage de JO mL(+), 25 mL 

( • ), 42 mL ( _. ) et 60 mL ( • ) 

La figure 42 Al montre que lorsqu'il y a carence en source carbonée, i.e. 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 phénomène observé au § 3.3.1.1. pourrait être 

dû à la consommation des surfactines par le microorganisme dans des conditions de substrat 

carbonné limitante. Il rend l'analyse des cinétiques de production des figures 42 Al et BI 

difficile pour ce lipopeptide dans ces conditions de travail. 

Connaissant l'importance de l'influence du pH sur la production de mycosubtiline par 

B. subtilis ATCC 6633, voir § 3.3., nous avons réalisé le suivi de ce paramètre 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 (Al) et BBGJOO (BI) pour différents volumes de remplissage de JO mL(+), 25 mL ( • ), 

42 mL ( _. ) et 60 mL ( • ) 
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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 oxygène. Il en est de même pour la souche BBG 100. 

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 à Aix-la Chapelle, en 

Allemagne, dans le cadre d'une collaboration. Ils ont fait l'objet d'un article soumis en 

septembre 2007 dans le «Journal of Biotechnology ». 
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3.8. CONCLUSION 

L'étude de l'activité biologique des mycosubtilines a confirmé d'une part l'étendue du 

spectre d'action antifongique, et a montré d'autre part le fort pouvoir de l'isoforme 

anteisoC-17 vis à vis de Botrytis cine rea. L'étude de l'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 biosynthèse. En résumé, il est proposé pour la 

suite de l'étude de modifier le milieu de Landy en remplaçant l'acide glutamique par du 

(NH4)2S04, de tamponner le milieu avec du MOPS 100 mM à pH 7,0 et d'arrêter les cultures 

après 48 h de croissance. L'ajout de valine ou d'isoleucine doit permettre ensuite d'orienter 

sélectivement la synthèse vers les isoformes isoC-16 et anteisoC-17 de la mycosubtiline. Une 

augmentation de la productivité peut être obtenue en augmentant le volume de remplissage 

des fioles. Ces conditions seront transposées dans la suite du travail afin de mettre plus 

particulièrement en évidence les mécanismes permettant la synthèse sélective de 

mycosubtiline anteisoC-17. 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

CHAPITRE 4 :ETUDE DE LA REGULATION DE LA 

SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE PAR B. SUBTILIS 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

4. ETUDE DE LA REGULATION DE LA SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE PAR 8. 

SUBT/LIS 

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. Il s'agit dans le présent chapitre de tester une approche en deux temps 

qui devra permettre de former des hypothèses sur les mécanismes de régulation puis de 

valider ces hypothèses. 

La première étape a pour objectif de lister une série de gènes exprimés 

différentiellement entre deux conditions expérimentales, l'une témoin et l'autre permettant 

l'obtention du phénotype désiré. Cette étape est rendue possible grâce à une analyse du 

transcriptome. Une seconde étape consistera à reproduire les conditions d'obtention de la 

mycosubtiline anteisoC-17 en utilisant les connaissances générées par l'étape de 

transcriptomique. 

4.2. TRAVAUX PRELIMINAIRES 

4.2.1. EFFET DEL 'EXTRAIT DE LEVURE SUR LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE 

L'extrait de levure est un extrait hydrosoluble préparé à 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 particulièrement la synthèse de 

mycosubtiline. En effet, la dégradation de certains acides aminés conduit à la formation 

d'intermédiaires métaboliques utiles à la synthèse d'isoformes spécifiques de la mycosubtiline 

(Besson et al., 1992). Dans le but d'étudier par la suite par analyse transcriptomique les gènes 

influençant la synthèse 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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4. Etude de la régulation de la synthèse 

plusieurs iso formes en mycosubtiline. Par conséquent, nous avons évalué 1 'effet de l'extrait 

de levure sur la production de mycosubtiline par les souches B. subtilis ATCC 6633 et 

BBGIOO. 

Les résultats obtenus après dosage par CLHP de la quantité de mycosubtiline produite 

après 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 à 

7,0. 

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

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

Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 
avec extrait de levure (1 g/L) 

Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 
sans extrait de levure 

Production en mycosubtiline (mg!L) 

ATCC 6633 BBGlOO 

28 102 

1,4 27 

D'après ces résultats, ATCC 6633 et BBG100 produisent des quantités plus 

importantes de mycosubtiline en présence d'extrait de levure à une concentration de 1 g/L 

dans le milieu de culture. Il est à noter que l'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 même expérience est réalisée en fioles RAMOS selon le protocole décrit au 

§ 2.6.4.2. Les productions en mycosubtiline après 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 BBGIOO en fonction 

de la présence ou l'absence d'extrait de levure dans le milieu Landy modifié après 30 h de culture en 

fioles RAMOS 

Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 
avec extrait de levure (1 g/L) 

Milieux de Landy, MOPS 100 mM pH 7,0 
sans extrait de levure 

Production en mycosubtiline (mg!L) 

ATCC6633 BBGlOO 

17 79 

0.9 34 

Les résultats présentés confirment l'importance de l'extrait de levure comme source 

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

Pour la réalisation des cultures servant à l'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 l'étude du niveau d'expression des gènes. De plus, 

l'écart du niveau de production entre la souche sauvage et le mutant surproducteur est 

amplifié pour des cultures sans l'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 dixièmes de J.lg d' ARN avec la souche ATCC 

6633. Une étude récente montre les difficultés à 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 à 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 

5.109 cellules (1 unité de DO représente 1,3.108 cellules). 

Afin d'évaluer la quantité et la qualité des ARNt totaux extraits, des contrôles 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 2601280 (nm) et 2601230 (nm). 

Echantillons prélevés sur des cultures de B. subtilis BBG 100 en milieu de Landy modifié additionné de 

MOPS 100 mM, pH=7,0 et d'acide glutamique ou d'isoleucine à 2 g/L. 

Milieu de Landy modifié 

+ MOPS 100 mM pH 7,0 

+ acide glutamique 2 g/L 

+ isoleucine 2 g/L 

Quantité d' ARN 

totaux (!Jg) 

33 

40 

Rapport Rapport 

260/280 260/230 

2,17 2,30 

2,16 2,30 

L'extraction a permis de récupérer entre 33 et 40 Jlg d' ARN totaux. Ces quantités sont 

suffisantes pour la suite de l'étude en transcriptomique puisque seulement 5 à 10 11g sont 

hybridés par lame. Les ARN totaux obtenus ont aussi un niveau de pureté acceptable. Afin de 

vérifier l'intégrité des ARN extraits, une électrophorèse capillaire a été réalisée selon le 

protocole décrit au§ 2.4.3.2. (figure 44). 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 
Time (seconds) 

Condition additionnée d'isoleucine; rapport 23S/16S = 1,4 

19 24 29 34 39 44 49 54 59 64 69 
Time (seconds) 

Condition additionnée d'acide glutamique; rapport 23S/16S = 1,4 

Figure 44 : Représentation de la fluorescence (FU) en fonction du temps émise par les ARN 

totaux obtenus par électrophorèse capillaire à partir d'échantillons prélevés sur des cultures 

de B. subtiliss BBGJOO en milieu de Landy modifié additionné de MOPS 100 mM, pH=7,0 et 

d'acide glutamique ou d'isoleucine à 2 g/L. 

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

base très élevée. De plus, le pic 16S est semble-t-il scindé en deux. Ces deux phénomènes 
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indiquent une dégradation des ARNtot et donc très 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 où les billes de verres sont 

remplacées par des billes de zirconium. 

4.2.2.2. KIT RIBOPURE BACTERIA o'AMBION 

Seulement 1,6 J.lg d'ARN a pu être extrait à partir d'un culot de 5.108 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 à la lyse non totale des cellules après passage 10 min au 

Mixerl 000 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 MixerlOOO 

Le protocole d' Ambion précise que pour les bactéries telles que B. subtilis, la lyse des 

cellules peut-être difficile et qu'il est possible dans ce cas d'augmenter le temps de passage au 

MixerlOOO afin d'optimiser la lyse cellulaire. A partir de culots cellulaires de 5.108
, 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 (pg) extraits et rapports d'absorbance 2601280 (nm) et 260/230 

(nm). Échantillons prélevés sur des cultures de B. subtilis BBGJOO en milieu de Landy modifié 

additionné de MOPS 100 mM, pH=7,0. 

Condition 

10 min d'agitation au MixerlOOO 

30 min d'agitation au MixerlOOO 

Quantité d' ARN 

totaux extraits ( !Jg) 

1,2 

5,7 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

L'augmentation du temps de passage des cellules au Mixer 1000 influe visiblement sur 

l'efficacité 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 l'ajout de lysozyme 

Une étape de lyse enzymatique des cellules par ajout de 50 11L de lysozyme pour une 

concentration finale de 10 giL est testée sur des culots de 5.108 cellules. Le lysozyme est 

ajouté avant la lyse mécanique des cellules par agitation au MixerlOOO 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 (pg) et rapports d'absorbance 2601280 (nm) et rapport 

d'intensité 23S/16S pour différentes conditions d'extraction des ARN réalisées sur des culots 

cellulaires de B. subtilis BBGJOO cultivé en milieu de Landy modifié additionné de MOPS 100 mM, 

pH=7,0. 

Quantité d' ARN Rapport Rapport 
extraits (en Jig) 260/280 23S/16S 

10min 3,8 2,07 1,98 
d'agitation 

ajout de lysozyme 
sans incubation 

30min 
7,5 2,08 1,83 

d'agitation 

10min 
25 2,13 1,71 

d'agitation 
incubation 10 min 
avec le lysozyme 

30min 
22,5 2,14 1,24 

d'agitation 

10min 
5,7 2,11 1,04 

d'agitation 

incubation 30 mn 
avec le lysozyme 

30min 9,5 2,12 1,32 
d'agitation 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

Le tableau 21 montre que l'incubation 10 min en présence de lysozyme couplée à une 

lyse mécanique de 10 min augmente nettement la lyse cellulaire puisqu'on on obtient 

25 ~g d' ARN totaux. L'expérience répétée plusieurs fois à partir d'échantillons provenant de 

cultures différentes montrera des fluctuations de ce résultat d'un facteur allant jusqu'à 2, soit 

12,5 ~g récupérés. 
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Figure 45: Représentation de la fluorescence (FU) en fonction du temps émise par les ARN 

totaux obtenus par électrophorèse capillaire à partir d'échantillons à partir de culots 

cellulaires de B. subtilis BBGJOO cultivée en milieu de Landy modifié additionné de MOPS 

lOO mM, pH=7,0 avec JO min d'incubation avec du lysozyme et JO min de passage au 

MixerlOOO 
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La figure 45 expose le résultat des analyses par électrophorèse capillaire réalisées afin 

de contrôler 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 critères 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 

l'extraction des ARN a été testée avec la meilleure condition d'extraction définie 

précédemment. Ainsi, des culots de 5.108
, 1.109 et 2.109 cellules sont bloqués dans le 

RNALater suite à des cultures en fioles réalisées avec la souche BBG 100. Le tableau 22 

présente les résultats obtenus lors de cette expérience. 

Tableau 22 : Quantités d'ARN extraits (JJ.g) et rapports d'absorbance 260/280 (nm) pour différentes 

conditions d'extraction des ARN réalisées sur des culots cellulaires de B. subtilis BBG 100 cultivé 

dans un milieu Landy modifié+ lysozyme (JO mg/mL), agitation JO min au Mixer lOO 

Condition 
Quantité d' ARN Rapport d'absorbance 

totaux extraits (en Jtg) 260/280 

Culot 5.108 cellules 12,8 2,18 

Culot 1.109 cellules 21,3 2,14 

Culot 2.109 cellules 10,9 2,17 

Les résultats sont cohérents entre 5.108 et 1.109 cellules: la quantité d'ARN extraits a 

quasiment doublé. Les quantités d' ARN obtenues pour la condition avec 1.109 cellules sont 

suffisantes pour la réalisation de l'étude sur biopuces. La qualité des ARN est comparable à 

celle montrée sur la figure précédente. En revanche, avec un culot de 2.109 cellules, non 

conseillé par le fournisseur, le rendement en ARN chute de façon importante. 
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4.2.2.3. EN BREF 
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4.2.3. CONSTRUCTION DE LA SOUCHE B. SUBTIL/S 168 SFP+ 

4.2.3.1. JUSTIFICATIF 

Les sondes déposées sur la puce à ADN utilisée dans cette étude correspondent aux 

ORFs de B. subtilis 168, obtenus par PCR à partir d'un mélange d'amorces spécifiques. Or les 

génomes des souches B. subtilis 168 et ATCC 6633 n'ont pas de raison d'être strictement 

homologues. Pour illustrer ce fait, l'alignement des séquences des ARN 16S des deux espèces 

montre 96% d'homologie. Il s'agira donc de quantifier le nombre de gènes non étudiables 

chez ATCC 6633 en raison de leur absence, d'un manque d'homologie entre les ADNe de la 

sonde et de la cible ou d'un problème lors de la transcription inverse lié à l'utilisation 

d'amorces spécifiques de B. subtilis 168. Pour se placer dans les conditions réelles de 

l'hybridation sur biopuces, il serait donc intéressant de se constituer un témoin positif via la 

souche B. subtilis 168. Le problème de cette souche est qu'elle possède le gène sfp mais ce 

dernier est muté, sfp0
, et entraîne la formation d'une 4' -PPTase tronquée qui empêche toute 

synthèse par les voies des NRPS. Il est donc préférable de réactiver la voie des NRPS en 

intégrant dans la souche B. subtilis 168 la séquence d'un gène sfp non muté originaire de 

B. subtilis ATCC 21332. 

4.2.3.2. OBTENTION DU GENE SFP ISSU DE LA SOUCHE 8. SUBTILIS ATCC 21332 

4.2.3.2.1. Amplification par PCR conventionnelle 

Après extraction de l'ADN génomique de la souche B. subtilis ATCC 21332, voir 

§ 2.3.1., le gène sfp a été amplifié par PCR en utilisant les amorces sens « sfp-forw » et 

antisens « sfp-rev ». 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

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 l'ordre de 1000 pb. 

4.2.3.2.2. Tests par restriction 

Afin de vérifier que le fragment amplifié contient bien la séquence du gène sfp, des 

tests par restriction, quatre digestions simples et deux doubles, à l'aide des enzymes Hindiii, 

EcoRV, Tati et Xbal ont été réalisés. La taille des fragments attendus après 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 2 161 ; 961 

Hindlll 2 503;619 

Tati 2 3 53;493;576 

EcoRV 3 4 126;314;321;361 

Hindiii/ 
4 5 126; 132; 189; 314; 361 

EcoRV 

Tati/ Xbal 3 4 53; 108; 385; 576 

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

2027 pb 

1500 pb 

1000 pb 

564pb 
500pb 

PMl : marqueur de taille, ADN du 

phage lambda digéré par Hindlll 

PM2: marqueur de taille(<< ladder >>) 

Piste 1 : ADN du fragment sfp digéré par 

Hindm 

Piste 2 : ADN du fragment sfp digéré par 

EcoRV 

Piste 3 : ADN du fragment sfp digéré par 

Hindll/ EcoRV 

Piste 4 : ADN du fragment sfp digéré par 

Tati 

Piste 5 : ADN du fragment sfp digéré par 

Xbai 

Piste 6 : ADN du fragment sfp digéré par 

Tati/ Xbai 

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

simples et doubles par Xbal, Hindlll, Tati et EcoRV sur le fragment sfp. 
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Mis à part les fragments de petite taille (inférieure à 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 l'enzyme EcoRV, deux bandes 

sont visibles: l'une aux environs de 350 pb, correspondant aux deux fragments digérés de 

314 pb et 321 pb, et l'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 Hindiii et Xbal n'ont digéré l'ADN que de 

manière partielle. Ces tests de digestions enzymatiques confirment que le fragment amplifié 

par PCR contient bien les séquences du gène 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. Après ligature, le plasmide est introduit dans la 

souche E. coli JM109. Après 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'électrophorèse que le témoin pUC19 (2686 pb). La figure 48 

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

Forme linéaire 

23,13 kpb 
6,5 kpb 
9,4 kpb 

2,32 kpb 
2,02 kpb 

Figure 48: Résultat de la migration en gel d'agarose à 0,7% des produits plasmidiques après 

« boiling » sur les clones positifs sur milieu LB complémenté en ampicilline, X-Gal et IPTG. 
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Afin de connaître l'orientation du gène sfp dans le pGEM-T Easy, des tests par 

restriction à l'aide de l'enzyme Tati ont été effectués. Les tailles des fragments attendus par 

digestion sont données dans la figure 49. 

pGEM-TEasy :: sfp 

lac Z lac Z 

pGEM-T Easy :: sfp orientation inverse 

lacZ lacZ 

bla 

bla 

Digestion Tati: 493 pb, 1241 pb 

et 2405 pb 

Digestion Tati : 493 pb, 1760 pb 

et 1886 pb 

lac Z : gène codant pour la ~-galactosidase sfp gène codant pour la phosphopanthétéine transférase 

bla : gène de résistance à l' amoicilline 

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

attendus après digestion par l'enzyme de restriction Tati. 

Quatre plasmides extraits du gel présenté sur la figure 48 ont été testés. Le gel 

d'électrophorèse représenté en figure 50 montre les fragments obtenus après digestion de 

l'ADN plasmidique par l'enzyme Tati. 
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PM: ~tt~~~ ADN~ .. ~ 
14l'tlhda ~:ré par· l' ~"}fi; Hfidl!I 

l, Z, ~4 ;/!.DN pw~ ~:raJt ~ 14 
$ÇIIJC],., 1!. ;;oli JM liN et ~'* p& l<;>t! 

- - - -- --- 24C6 ~ 

:::::::: ~~~ 

Figure 50: Gel d'agarose représentant les fragments digérés obtenus après digestion du 

pGEM-T Easy par l'enzyme Tati. 
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Sur le gel présenté sur la figure 50, deux plasmides possèdent le gène sfp inséré dans 

le même sens que le gène lac Z (pistes 3 et 4) et deux autres possèdent le gène sfp cloné en 

orientation inverse du gène lac Z (pistes 1 et 2). Sur la piste 1, l'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 gène sfp non muté, des 

transformations avec le clone portant le plasmide révélé sur la piste 3, appellé pBG 114, 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 gène sfp0 muté de 168 par le gène 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 entraîne la production de 

lipopeptides dont la surfactine qui présente l'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 entraîné une lyse directe des hématies. Cette lyse directe s'est révélée 

proportionelle au nombre d'unités formant des colonies étalées sur les géloses. Ce phénomène 

a rendu fastidieux le processus de sélection en raison de l'obligation d'étaler des suspensions 

bactériennes très diluées. 

Cette stratégie de clonage sera abandonnée après 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 Ll(spoVG-lacZ)]. La délétion de spoVG-lacZ a été 

effectuée après action de l'enzyme Pvull et ligature, transformation d' E. coli. 
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Figure 51 : Carte du plasmide d'intégration pDG 1661, ApR, CmR, SpcR, spo VG-lacZ 

Le plasmide pBG 129 résultant de l'intégration du fragment sfp dans pBG 128 a ensuite 

permis l'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 SFP+ 

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 à ADN) construite par dépôt des ORFs de B. subtilis 168. 

Les cibles étudiées sont issues de prélèvements réalisés après 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 CyS (signal des cibles provenant d' ATCC 6633) ont été lues 

grâce 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-à-dire ceux dont la valeur d'intensité 

rapportée au bruit de fond est inférieure à 1,11 (valeur fixée arbitrairement), ont été exclus. Ce 

traitement peu stringent doit permettre de ne pas écarter les ADNe marqués par Cy3 ou CyS 

des cibles hybridés sur la puce à ADN, même si le signal est faible. 
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Tableau 24: Description des spots présents sur la puce à ADN EGT 168 et identification des spots 

obtenus sur la puce à ADN EGT 168 hybridée avec les cibles provenant de B. subtilis 168 sfp+ 

(marquage par Cy3) et ATCC 6633 (marquage par CyS). Les cibles sont issues de prélèvements 

réalisés après trois temps de génération lors de cultures réalisées de façon concommitente sur milieu 

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

Nombre 
total de Spots 

vides spots 

Gènes 
man­

quants 
L 

Spots de normalisation et de 
contrôles 

lux E. rbc il v rpl 
uc 

A coli L L c 
if. 

Nombre de 
spots 

étudiables 

Résultats de l'hybridation sur la puce à ADN 168 EGT des cibles issues de 168 sfp+ et d'ATCC 

6633 marquées par Cy3 et CyS. 

Pour chacune des cibles marquées par Cy3 ou CyS, le spot est pris en compte dans l'analyse 

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

Cible marquée 
par Cy3 issue 

de l68sfp+ 

Cible marquée 
par CyS issues 
d'ATCC6633 

8460 

8484 

11 

25 

23 8 64 192 60 66 14 8020 

30 12 64 192 59 66 14 8022 

Comme le montre le tableau 24, un nombre total de 9216 spots est présent sur la 

biopuce EGT 168. Chaque gène est déposé en duplicat. Il y a donc théoriquement 4608 gènes 

étudiables. Cependant, l'étude de la 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 à des gènes 

manquants ou « missing genes ». De plus, de nombreux spots peuvent être utilisé à des fins de 

normalisation des résultats ou de contrôle: 12 correspondent à la luciférase, 

192 correspondent à du matériel génétique d' E. coli, 64 correspondent au gène luxA, 

64 correspondent au gène rbcL de A. thaliana, 66 correspondent au gène domestique rplL de 

B. subtilis et 14 au gène ilvC de B. subtilis. Les spots présents sur la biopuce et qui 

correspondent à des gènes est donc de 8040. Le nombre de gènes étudiables est par 

conséquent de 4020 gènes. 

La partie basse du tableau 24 montre que le nombre de spots allumés suite à 

l'hybridation sur la puce à ADN 168 EGT des cibles 168 sfp+ (8460 spots) et 

ATCC 6633 (8484 spots), marquées par Cy3 et Cy5, est similaire. L'hybridation aspécifique 

sur les spots vides ou sur les spots correspondant à des gènes manquants est aussi du même 

ordre de grandeur pour les deux cibles. La cible provenant d' ATCC 6633 hybridée sur la puce 

EGT 168 répond donc de façon similaire à la cible provenant de 168 sfp+. 

Il est à noter que deux spots, correspondant au gène sbo, ne sont pas exploitables en 

raison de la saturation du signal émis par le Cy5 de la cible issue d' ATCC 6633. Six autres 

spots correspondants aux gènes rapA, ybcP et ybcpQ, ont saturé sur le canal d'émission du 

Cy3 correspondant à la cible 168 sfp+. Cette saturation pourrait s'expliquer par une différence 

dans la séquence de ces gènes entre les deux souches, par exemple une proportion plus élevée 

de thymidine, qui aurait pour effet de favoriser l'incorporation des marqueurs. 

4.2.3.4. EN BREF 

La cible { ov<ll.d.t d'ÂTCC 6633 11 .. 1~~~ sud.l!l ~·E'e EGT 168 ré ond db,j. r:·s • .. PJ! •. ""a' .. . JP.l~, .. • • . _._.., p .. ~ 

sitÎ\laire à la cible prfvfnanfde 168 sjp+. Cel4 jtfditiut iju~,Ja! grande majorité destiAJJNM 

d ':Atf , - _ · tt .12~- 't · .· : .. ~ -J· :: ; , ·:·tix1fi ~ 4 ~D . -- . . . · ~- ~-:t:P 
·· ·••· CC S!J3Pi qp~;.bten· ététrrétro--.spw.~ ~t·qtr'e · · es:;~J.1q· maliJ.,~:·a ~J)nt ·§l).SI}t,e 

co~ec~~IIlW tiy~d~s. Ce~~· p~t 1r}àr consép~f<lfnfl~4'·b W:>~to<1ne en 

tnls.JWA~ ue. de la soiJc"h1-i IIJI!1I;·btilii ATCC 6633 · a~è· :ti ~~--!•dr0 ~~. tt ... ~~ tte. ntion .. "~.WE ~~({ ·. . .. "l!!' .A\!'(8 .'5 .·. . • .. lll~· .~ . ~ H~.,Afl 

plttiditfè:r.idevp.i~Muïf po~ ~ risultati ; lss1Js·~ ttlftaftfit-t J;fps;'~idf!PAes 
concei(tut.Îe Jèle sbo en illlt d4 îaf ·Stlu!ation pofssibl~l dlfs:fgj(l,p<ft .Ifts 
corres~tà "'tène. 
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4.3. APPORTS DE LA TRANSCRIPTOMIQUE 

Le transcriptome se définit comme l'ensemble des ARNrn présents dans un type 

cellulaire donné à un moment donné et dans une condition biologique précise. L'étude de 

cette population de transcrits offre la possibilité d'identifier les gènes impliqués dans une 

réponse métabolique globale. L'identification est faite en mettant en évidence des niveaux de 

transcription différentiels pour une liste de gènes entre deux conditions biologiques 

particulières. Ces gènes peuvent être impliqués de façon séquentielle dans des voies 

métaboliques particulières mettant en évidence l'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 gènes 

exprimés différentiellement entre deux conditions expérimentales, l'une témoin et l'autre 

permettant l'obtention sélective de mycosubtiline anteisoC-17. 

4.3.1. GENES REGULES LORS DE LA SYNTHESE DE MYCOSUBTILINE ANTE/SOC-17 

4.3.1.1. REGULATION PRECOCE 

La phase préparatoire à l'étude en transcriptomique a permis de définir un ensemble 

de conditions environnementales permettant l'obtention quantitative et aussi sélective de 

mycosubtiline anteisoC-17. En effet, les résultats issus de l'étude physiologique présentés au 

§ 3.3. ont montré que la production de mycosubtiline pouvait être augmentée en utilisant le 

milieu de Landy tamponné par du MOPS 100 mM à pH 7,0 Cette condition a aussi permis de 

limiter la synthèse 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 

BBGlOO pouvait être orientée vers l'isoforme anteisoC-17. Pour finir, la perte de productivité 

observée après le retrait de l'extrait de levure du milieu de Landy(§ 4.2.1.) a pu être limitée 

par la possibilité de réaliser les cultures dans des conditions de fortes limitations en oxygène 

(§ 3.7.4). 

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

d'étudier préférentiellement la réponse transcriptornique de la souche BBGlOO qui garantit un 
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niveau de production de mycosubtiline entre 10 et 15 fois supérieur à 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 prélèvements réalisés sur les cultures en vue de l'étude du transcriptome sont 

réalisés de façon précoce (figure 53) afin d'accéder aux informations sur les régulations 

géniques apparaissant en début de croissance. 
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Figure 53: Evolution moyenne de la DO à 600 nm lors de cultures de B. subtilis BBGJOO sur 

milieu de Landy modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7,0 additionné d'isoleucine à 

2 g/L ou non. La moyenne est calculée sur les résultats obtenus à partir de trois cultures 

inoculées à des niveaux de biomasse identiques. Les flèches 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 façon 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 homogène. Cette dernière caractéristique s'observe aisément au 

microscope: les Bacilles ont à ce stade une petite taille ainsi qu'une mobilité accrue. Il est 

difficile d'établir une relation entre la morphologie et l'état métabolique de B. subtilis ATCC 
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6633 mais il est vraisemblable qu'une population morphologiquement homogène 

correspondra à un état métabolique mieux défini que celui d'une population hétérogène. 

Comme annoncé au § 4.2.1., l'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 où la seule source d'azote est le sulfate d'ammonium à 

2,3 g/L. 

Une séquence d'opérations de traitement des cellules issues de la condition témoin et 

de l'essai est ensuite lancée : extraction des ARNs, contrôle de la quantité et de la qualité des 

ARNs, transcription inverse et marquage des ARNs par Cy3 et CyS, hybridation sonde/cibles, 

lecture au scanner et prétraitement de l'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 l'annexe 5. Une liste d'une centaine de gènes 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 gènes de la condition additionnée 

d'isoleucine comparée à la condition témoin. Chaque gène est analysé en quadriplicat. Les 

échantillons étudiés correspondent à des prélèvements réalisés après trois générations. 
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La liste des principales voies métaboliques d'appartenance des gènes listés sur la figure 

54 est donnée dans le tableau 25. Cette liste est établie par recoupement des données 

d'expression obtenues grâce aux puces à ADN avec la base de données métaboliques de 

KEGG. 

Tableau 25 : Liste des gènes exprimés différentiellement entre la condition « essai » additionnée 

d'isoleucine à 2 g/L et la condition «témoin ». Le ratio d'expression et la fonction assignée sont 

précisés pour chaque gène. 

Voie métabolique 

d'appartenance du gène 

Métabolisme des 

purines 

pur A 

gu aB 

purE 

purK 

purB 

pure 

purL 

purQ 

pu rF 

purM 

pu rN 

pu rH 

pu rD 

nrdE 

Transporteurs ABC 

dppA 

dppB 

yxeB 

yvcR 

opuCA 

ytgA 

ytgB 

ytgC 

ytgD 

ytrF 

Ratio des 

transcripts 

MSM+IIe/MSM 

Fonction assignée 

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

2,75 inosine-5'-monophosphate dehydrogénase 

0,50 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase 1 

0,51 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase Il 

0,31 adénylosuccinate lyase 

0,26 phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide synthétase 

0,46 phosphoribosylformylglycinamidine synthase Il 

0,45 phosphoribosylformylglycinamidine synthase 1 

0,37 phosphoribosylpyrophosphate amidotransférase 

0,38 phosphoribosylaminoimidazole synthétase 

0,32 phosphoribosylglycinamide formyltransférase 

0,36 phosphoribosylaminoimidazole carboxy formyl formyltransférase 

0,36 phosphoribosylglycinamide synthétase 

1,61 ribonucleoside-diphosphate réductase alpha chain 

0,41 0-alanyl-aminopeptidase 

0,66 dipeptide transport system perméase protein 

1,53 putative ferrichrome transport system substrate-binding protein 

1,68 ABC transport system ATP-binding protein 

glycine bétaine/carnitine/choline transport system ATP-binding 

1,98 protein 

0,24 manganèse transport system substrate-binding protein 

0,35 manganèse transport system ATP-binding protein 

0,37 manganèse transport system permease protein 

0,67 manganèse transport system permease protein 

2,33 similaire à une protéine hypothétique 
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Biosynthèse de valine, leucine et iso leucine 

ilvB 2,13 

ilvN 2,58 

ilvC 

leuB 

/euS 

leu A 

leuC 

leuD 

ybgE 

Métabolisme des pyrimidines 

pyrAB 

pyrF 

pyrE 

nrdE 

3,67 

3,16 

1,65 

3,49 

3,61 

3,36 

0,40 

0,61 

0,49 

0,30 

1,61 

Biosynthèse de pantothenate et de CoA 

ilvB 2,13 

ilvN 2,58 

ilvC 

ybgE 

Ribosome 

etc 50S 

ytiA 

Métabolisme du glutamate 

pu rF 

pyrAB 

3,67 

0,40 

2,08 

1,71 

0,37 

0,61 

Métabolisme de l'alanine et de l'aspartate 

purA 1,55 

purB 0,61 

Métabolisme du 

pyruvate 

ackA 

leu A 

Métabolisme du butanoate 

1,55 

3,49 

4. Etude de la régulation de la synthèse 

acétolactate synthase grande sous-unité 

acétolactate synthase petite sous-unité 

cétol-acide reductoisomérase 

3-isopropyl malate 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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ilvB 

ilvN 

2,13 

2,58 

4. Etude de la régulation de la synthèse 

acétolactate synthase grande sous-unité 

acétolactate synthase petite sous-unité 

Dégradation de la valine, leucine et de l'isoleucine 

ybgE 0,40 aminotransférase des acides aminés branchés 

Régulateurs 

abrB_ 1,74 régulateur de la transcription 

comK_ 0,61 facteur de compétence 

cod Y 0,80 régulateur de la transcription 

L'étude des résultats présentés dans le tableau 25 révèle que: 

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

valine, la leucine et l'isoleucine. 

- neuf gènes appartiennent aux voies métaboliques de la synthèse de la valine, de la leucine et 

de l'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], 

ZeuS [EC:6.1.1.4], leuA [EC:2.3.3.13], leuC [EC:4.2.1.33], leuD [EC:4.2.1.33]. Les gènes ilv 

B, ilvN, ilvC leuA, leuB, leuC et leuD appartiennent à un même opéron. Le gène ybgE 

[EC:2.6.1.42] est présent aussi : il intervient à la fois dans les voies de biosynthèse et de 

dégradation des acides aminés branchés. 

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

kinase [EC:2. 7.2.1]et le uA codant pour la 2-isopropylmalate synthase [EC:2.3.3.13]. 

-deux gènes impliqués dans le métabolisme de l'aspartate sont réprimés, purA codant pour 

l'adénylosuccinate synthétase [EC:6.3.4.4] et purB codant pour l'adenylosuccinate lyase 

[EC:4.3.2.2]. 

- deux gènes permettant l'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 gènes appartiennent aux voies métaboliques des purines: purA [EC:6.3.4.4], guaB 

[EC:l.l.l.205], purE [EC:4.3.2.2], purK [EC:4.1.1.21], purB [EC:4.1.1.21], purC 

152 



4. Etude de la régulation de la synthèse 

[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 gènes 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; 

opuCA, ytgA, ytgB; ytgC, ytgD et y rF, 

Le rôle des enzymes qui correspondent aux gènes régulés en présence d'isoleucine est 

discuté en s'appuyant sur les schémas des grandes voies métaboliques présentes chez B. 

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

Les gènes régulés en présence d'iso leucine correspondent aux cases rouges (répression) ou 

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

blanches à des gènes inexistant chez B. subtilis. 
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La figure 55 montre que l'ajout d'isoleucine réprime le gène ybgE [EC:2.6.1.42]. Le 

gène ybgE code pour une aminotransférase commune aux 3 acides aminés branchés et 

nécessaire à leur synthèse. La répression du gène ybgE pourrait avoir comme conséquence de 

limiter la synthèse deL-leucine et deL-valine. L'opéron ilvBNCleuABCD pourrait être sur­

exprimé afin de contre-balancer l'effet d'une répression de ybgE. Le gène ZeuS pourrait être 

sur-exprimé afin de favoriser l'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 gène ZeuS contrebalance de manière 

efficace la répression de ybgE. 

L'enzyme codée par le gène yb gE est aussi impliqué dans le métabolisme de la 

dégradation de la valine, la leucine et de l'isoleucine (figure 56) sans différence de spécificité 

vis à vis de ces substrats amino-acides branchés. En effet, YbgE présente des caractéristiques 

enzymatiques vis à vis de Val, Leu et Ile équivalentes, avec des valeurs de Km proches de 

3 11M et de V max proches de 15 jlmol/min/mg de protéine (Berger et al., 2003). Il est à noter 

que le gène 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 Km qui sont proches de celles de YbgE. En revanche, 

YwaA présente des valeurs de V max proches de 0,1jlmol/min/mg de protéine bien inférieures 

à celles de Yb gE qui limite fortement l'effet d'une régulation du gène ywaA. 

Des études ont été menées sur la régulation de l'expression des gènes (Mader et al., 

2002), et particulièrement 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 l'isoleucine, a été 

testé. Elles ont permis d'identifier que les gènes 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 gènes réprimés en présence d'isoleucine correspondent aux cases rouges. Les cases 

grisées correspondent à des gènes non régulés ; les cases blanches à des gènes inexistant chez 

B. subtilis. 
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Dans notre cas le gène codY n'apparaît pas dans la liste des gènes présentés dans la 

figure 54, cependant les résultats obtenus après traitement des données des puces par la 

méthode du bootstrap suivi d'une analyse de la variance (ANOV A), réalisé dans le cadre 

d'une collaboration avec la Plateforme de Génomique Fonctionnelle de Lille, ont montré que 

le gène 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 et al., 2003, la sur-expression du gène 

ilvB obtenue dans le cadre de nos travaux apparaît comme normale lorsque codY est réprimé. 

En revanche, si l'on se fie aux résultats de Molle et al., 2003, le gène ybgE aurait aussi du être 

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 et al., et B. subtilis ATCC 6633. De plus, les cultures témoins 

réalisées par Molle et al. en vue d'étudier l'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 l'effet sur le transcriptome de l'iso leucine sont faites 

sur le milieu de Landy modifié. 

Même si cette régulation atypique de ybgE reste difficilement interprétable sans 

données supplémentaires, expérimentales et bibliographiques, on peut envisager de discuter 

l'hypothèse du rôle du gène ybgE dans le phénotype [mycosubtiline anteisoC-17+++]. Nous 

l'avons vu, la croissance du micro-organisme étant normale en présence d'isoleucine (figure 

53), l'effet de la répression de ybgE sur la synthèse des acides aminés branchés est 

contrebalancé par la sur-expression de l'opéron ilvBNCleuABCD, codant pour des enzymes 

intervenant en amont de Yb gE. La biosynthèse 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 être limité. Les gènes 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 être limité. On sait par 

ailleurs que l'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 être limité, cela expliquerait 

l'absence totale d'isoformes de mycosubtilines de type iso synthétisée lors de cultures 

réalisées en présence d'isoleucine. En revanche, bien que le gène ybgE soit réprimé, l'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 l'isoforme anteiso 

de la mycosubtiline dans ces conditions de culture. 

Une autre cible du répresseur CodY est le gène bkd (Debarbouillé et 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 gène 

bfmEAA est sur-exprimé. La sous-expression obtenue pour le gène codY qui code pour le 

répresseur de bkd, lui-même codant pour le répresseur du gène bfmEAA constitue une cascade 

de régulation conforme à ce qui a été démontré par des travaux antérieurs 

(Debarbouillé et al., 1999). 

Un résultat notable est la sur-expression du gène abrE qui code pour un facteur de 

transcription qui intervient dans la régulation des phases de transition de B. subtilis. Il a été 

montré qu' AbrB se lie au promoteur du gène comK afin de réprimer son expression 

(Hamoen et al., 2003). Une sur-expression d'abrE se traduit classiquement par conséquent par 

la répression de comK. Il est utile de préciser que le facteur de compétence ComK est le 

principal responsable de l'initiation de la phase de compétence chez Eacillus. Une 

conséquence de l'entrée en phase de compétence est le blocage de la réplication de l'ADN et 

l'arrêt des divisions cellulaires. 

Les résultats issus du traitement des données montrent qu'en présence d'isoleucine, la 

sur-expression d'abrE est combinée à 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 gène codY est plus difficile à expliquer. En effet, Cod Y et AbrB agissent 

normalement de concert pour réprimer l'expression de comK. Là encore, nos résultats 

suggèrent un mécanisme complexe de la régulation ayant lieu chez ATCC 6633 lors de 

cultures en présence d'iso leucine visant à favoriser la synthèse de mycosubtiline anteisoC-17. 

Des auteurs ont montré le rôle potentiel d' AbrB dans la régulation du gène mye chez 

ATCC 6633 (Duitman et al., 2007). En effet, un mutant de B. subtilis ATCC 6633 !1abrE a 
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permis d'augmenter par un facteur 5 l'expression du gène mye codant pour la mycosubtiline 

synthétase. Il semblerait que Duitman et al., 2007 aient obtenu un mutant l'l.eodY à 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 l'l.abrB indiquent que plusieurs régulateurs de la transcription interviendraient dans 

la régulation de mye. 

- deux gènes sont impliqués dans le métabolisme du pyruvate, aekA codant pour l'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 synthèse de la leucine. L'effet de la répression du gène ybgE ayant pour conséquence 

de limiter la synthèse de leucine pourrait de ce fait être contrebalancé par la sur-expression de 

leuA. De plus, la sur-expression du gène leuS codant pour la leucyl-tRNA synthétase 

permettrait à la machine ribosomale de faciliter l'ajout de la leucine au niveau de la synthèse 

protéique. 
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1 PVRUVA TE METABOLISM 1 

Figure 57 : Voies métaboliques du pyruvate chez B. subtilis. Les gènes sur-exprimés en 

présence d 'isoleucine correspondent aux cases vertes. Les cases grisées correspondent à des 

gènes non régulés ; les cases blanches à des gènes inexistant chez B. subtilis. 

2 gènes impliqués dans le métabolisme de l'aspartate sont réprimés, purA codant pour 

l'adénylosuccinate synthétase [EC:6.3.4.4] et purE codant pour l'adénylosuccinate 

lyase [EC:4.3.2.2] . 
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Figure 58: Voies métaboliques de l'aspartate chez B. subtilis. Les gènes réprimés en présence 

d'isoleucine correspondent aux cases rouges. Les cases grisées correspondent à des gènes 

non régulés ; les cases blanches à des gènes inexistant chez B. subtilis. 

Avec celles du glutamate, les voies métaboliques de l'aspartate peuvent être empruntées 

par B. subtilis pour la fourniture en azote via le relarguage d'un ion NH/ par l'aspartate sous 

l'effet de la L-aspartase (figure 58). Comparée à 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 depurA et purE pour favoriser la synthèse d'aspartate pour 

faire face à cette carence en azote. 

Les gènes pur A, purE, purK, purE, purC, purL, purQ, purF, purM, purN, purH et purD 

sont tous réprimés en présence d' isoleucine. Ce résultat est similaire à ce que 

Beckering et al. (2002) ont obtenu lors d'expériences de chocs froids réalisés sur B. subtilis 
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JH642. D'après Beckering et ses collègues, cette régulation serait due au ralentissement de la 

croissance observé après 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 phénomène en se référant aux hypothèses de 

Beckering et al. (2002). 

Le gène nrdE codant pour la ribonucleoside-diphosphate réductase est sur-exprimé en 

présence d'isoleucine. Ce gène a été identifié dans une souche de B. subtilis présentant une 

sensibilité à la température. Ce phénotype serait lié à une auxotrophie déoxyribonucléotidique 

(Bazill et Karamata, 1972). De plus, une étude récente rapporte que nrdE serait essentiel à une 

croissance aérobie ou anaérobie (Hartig et al., 2006). Le gène nrdE serait donc impliqué dans 

plusieurs mécanismes de régulation. Klein et al. (1999) ont montré que l'ajout d'isoleucine 

favorisait chez B. subtilis JH642 l'augmentation du pool d'acides gras branchés 

cryoprotecteurs (voir le paragraphe ci-après). Il serait intéressant de vérifier si la 

surexpression de ce gène n'est pas à mettre en relation avec cette réaction physiologique. 

Il est à noter que deux gènes codant pour des protéines de fonction inconnues, YuiA et 

YuiB sont fortement réprimés en présence d'isoleucine. Des travaux ont montré que le gène 

yuiC est aussi réprimé en présence de casamino-acides (Mader et al., 2002). La réponse des 

gènes yui semblant générique, il serait intéressant d'investiguer plus en avant le rôle 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 BBG 100 a été étudiée à partir 

d'échantillons prélevés au début de la phase de ralentissement de la croissance. L'objectif de 

cette étude est d'accéder à l'information sur les niveaux d'expression des gènes transcripts 

tardivement lors d'une culture réalisée en présence d'isoleucine. 
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• 

Figure 59: Rapports d'expression des gènes exprimés en logarithme base 2 de la condition 

«essai» additionnée d'isoleucine comparée à la condition« témoin». Les échantillons 

étudiés correspondent à des prélèvements réalisés après sept générations. 

Les données transcriptomiques, obtenues à partir de puces à ADN réalisée en flip-dye, 

se sont révélées difficiles à traiter en raison de problèmes en cascade : rendements 

d'extraction en ARN faibles, qualité relativement médiocre des ARN, marquage insuffisant 

des cibles par les cyanines, quantité d'ADNe 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 à la lyse incomplète des cellules plus résistantes à ce stade de la 

croissance et à l'hétérogénéité de la population cellulaire. 

Malgré tout, une liste de 29 gènes régulés différentiellement en présence d'isoleucine 

a été obtenue (figure 59). Une attention particulière a été portée aux gènes cspB et cspC qui 

sont réprimés en présence d'isoleucine. Ces gènes codent pour des protéines de choc 

thermique et sont généralement exprimés de façon tardive chez B. subtilis (Graumann et 

Marahiel, 1999). 

Klein et al. (1999) ont montré que l'apport d'isoleucine dans le milieu permettait à la 

souche B. subtilis JH642 de survivre à un choc froid en modifiant la fluidité 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 à de telles conditions en modifiant la constitution de sa membrane de la même 

manière, 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 hypothèse se confirmerait chez 

ATCC 6633 si l'on supposait que cette souche, ou son dérivé BBGlOO, résistent de la même 

façon que B. subtilis 168 face à un choc thermique. 

Dans nos expériences, lorsque l'on cultive cette bactérie avec un apport d'isoleucine, 

les gènes cspB et cspC sont réprimés. L'apport d'isoleucine qui joue un rôle cryoprotecteur se 

substituerait donc à ce mécanisme encore inconnu qui favorise la formation d'acides gras 

branchés de type anteiso. Ce mécanisme pourrait par la suite remplacer l'apport d'isoleucine 

en favorisant la formation d'acides gras branchés de type anteiso. 
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4.4. ETUDE PRELIMINAIRE DU ROLE DE REGULATEUR DE CSP8CHEZ ATCC 6633 

4.4. 1. HOMOLOGIE DE CSPB ENTRE 8. SUBTIL/SA TCC 6633 ET 168 

La première étape de ce travail a consisté à 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 JMl 09 selon la méthodologie utilisée au § 4.2.2.2 et décrite au § 

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

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

consisté à aligner les séquences de cspB de B. subtilisA TCC 6633 et 168. 

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

Score= 641 bits (347), Expect = 0.0 
Identities = 347/347 (Lec1ère et al., 2005), Gaps 
Strand=Plus/Minus 

0/347 (0%) 

Query 1 GAAGATTACTGGTAGAGTAAAGGTAATTATTTTTGTTCGAACTATCTTTAAGAAGAAAGT 
60 

lill Ill 1 1 /l/111111 Ill /l/11111/11 1 1 1 111///llllll 11///1111 Ill/ 

Sbjct 983945 GAAGATTACTGGTAGAGTAAAGGTAATTATTTTTGTTCGAACTATCTTTAAGAAGAAAGT 
983886 

Query 61 TTTGTAAGAGTTTTCGTCTTGAAAGTTTGTTAAGAGCAAGAATAGTGAATTTAAGCGTTA 
120 

lill Il 1 1 1 1 l/11111 1 Il 1 /lllll/1/11 1 1 ll/11//1 Il 1 Il /////1//1 /Ill 

Sbjct 983885 TTTGTAAGAGTTTTCGTCTTGAAAGTTTGTTAAGAGCAAGAATAGTGAATTTAAGCGTTA 
983826 

Query 121 TGATCGCTTTAGGAGGAAATTTCATCTTAGAAGGTAAAGTAAAATGGTTCAACTCTGAAA 
180 

/l/111 1 1 1 11/l/1111 Il 1 1 l/111111 Il 1 Il 1 /////1/// /ll/1//1/l/11 1 1 

Sbjct 983825 TGATCGCTTTAGGAGGAAATTTCATGTTAGAAGGTAAAGTAAAATGGTTCAACTCTGAAA 
983766 

Query 181 AAGGTTTCGGATTCATCGAAGTAGAAGGTCAAGACGATGTATTCGTTCATTTCTCTGCTA 
240 

Ill/ Il 1 Il 1 11111/l Ill 1 Il 1/ll/1/11 1 111/ll/11 Il 1 1 1 /l/1/l/11 Ill 1 

Sbjct 983765 AAGGTTTCGGATTCATCGAAGTAGAAGGTCAAGACGATGTATTCGTTCATTTCTCTGCTA 
983706 

Query 241 TTCAAGGCGAAGGCTTCAAAACTTTAGAAGAAGGCCAAGCTGTTTCTTTTGAAATCGTTG 
300 

/Ill// 1 Il /l/1111111 1 1 Il /l/11// Il 1 Il 1 /l/1/111 1 1 1 /l/1/l/1 1 Il Il 

Sbjct 983705 TTCAAGGCGAAGGCTTCAAAACTTTAGAAGAAGGCCAAGCTGTTTCTTTTGAAATCGTTG 
983646 

Query 301 AAGGAAACCGCGGACCACAAGCTGCTAACGTTACTAAAGAAGCGTAA 347 
//Ill/ 1 Il 1 l/1/l/1/11 1 l/111111/11 1 Il //////1// 1 1 1 

Sbjct 983645 AAGGAAACCGCGGACCACAAGCTGCTAACGTTACTAAAGAAGCGTAA 983599 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

L'alignement révèle une homologie de séquence égale à 100%. L'identité des 

séquences des deux gènes pourrait donc être révélatrice d'une conservation de la fonction des 

Csps entre les deux souches. Cet élément appuierait l'hypothèse d'un rôle 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 BBGlOO 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. 
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Figure 60: Evolution de la température (°C), des vitesses de transfert en oxygène (OTR) et en 

C02 (CTR), exprimées en mol/Uh, lors de cultures de B. subtilis ATCC 6633 et BBG 100 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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4. Etude de la régulation de la synthèse 

L'expérience de choc froid a été réalisée en basculant la température d'incubation de 

30 à l5°C durant des cultures en fioles RAMOS de B. subtilis ATCC 6633 et BBGIOO. Pour 

chacune des souches, les cinétiques d'évolution du CTR sont légèrement plus importantes que 

celles de l'OTR révélant un QR supérieur à 1 caractéristique d'une production d'acides 

organiques déjà caractérisée au§ 3.7.3.1. On observe une période de latence due à l'absence 

de l'extrait de levure dans le milieu pour les deux souches. Celle-ci semble plus marquée pour 

ATCC 6633, phénomène déjà observé au § 3.7.4.1. La croissance s'accompagne d'une 

augmentation de l'OTR et du CTR suivie d'une chute brutale au moment du déclenchement 

du choc froid à 16 h de culture. 

Pour ATCC 6633, une augmentation linéaire de l'OTR de 0.5 à 2.5 mmol/Uh de 16 à 

42 h est observée. Cette réponse indique qu' ATCC 6633 conserve une activité métabolique 

suite à 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 BBGIOO, une cryosensibilité plus élevée que pour ATCC 6633 est observée. Ce 

phénomène pourrait être explicable par une demande en acides gras branchés plus importante 

chez BBGIOO en raison de la surproduction de mycosubtiline, particulièrement l'isoforme 

anteisoC-17. Il y aurait donc un phénomène de pompage vers la mycosubtiline synthétase 

d'une partie des acides gras cryoprotecteurs qui ne peuvent plus être intégrés à la membrane. 

4.4.3. VALIDATION PHYSIOLOGIQUE DU ROLE DE CSPB CHEZ A TCC 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 à 2 giLet sans extrait de levure ont 

été réalisées selon le protocole décrit au § 2.6.3. à différentes température : 20, 25, 30 et 37°C. 

Les productions de mycosubtilines à 24 h sont reportées dans la figure 61. 
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Figure 61 : Evolution de la concentration en mycosubtiline après 24 h de cultures réalisées à 

différentes température : 20, 25, 30 et 37°C de B. subtilis ATCC 6633 sur milieu de Landy 

modifié, additionné de MOPS lOO mM, pH 7,0, d'acide glutamique à 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 à 25° et atteint 50 mg/L. La production quasi­

nulle de 0,24 g/L obtenue à 20° est due à la quasi-absence de croissance de la souche à cette 

température. La production est nulle à 37°C. 'La figure 62 montre l'effet de la température sur 

le profil des isoformes produites. 
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Figure 62 : Proportion des isoformes de mycosubtilines produites par B. subtilis ATCC 6633 

lors de cultures réalisées à différentes température : 20, 25 et 30 sur milieu de Landy modifié, 

additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0, d'acide glutamique à 2 g/L et sans extrait de levure. 

Les expériences à 25 et 30°C ont été réalisées en duplicat. 
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4. Etude de la régulation de la synthèse 

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. Il 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 l'activation de l'acyl puis le chargement de l'acyl-adénylate par le 

domaine AL de la mycosubtiline synthétase sur le thiolate du bras phosphopanthétéinique du 

domaine ACP1 n'était pas spécifique de la longueur de se chaîne carbonée, lorsque celle-ci 

est comprise entre C-10 et C-16 (Hansen et al., 2007). Ces deux observations physiologiques 

permettraient d'expliquer l'augmentation de la proportion de l'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 l'isoforme 

anteisoC-17 lorsque la température diminue pourrait être liée aux gènes esp, plus 

particulièrement au gène espB. Des PCR comparatives ont été effectuées afin d'évaluer le 

taux d'expression espB. 

L'augmentation de la synthèse observée entre 30 et 20°C pourrait aussi indiquer une 

transcription plus importante du gène codant pour la mycosubtiline synthétase, myeS. Le 

niveau d'expression de fenF, appartenant à l'opéron myeS est donc été évalué par PCR 

comparative selon le protocole décrit au § 2.5.5. (figure 63). Les niveaux d'expression sont 

mis à 1' échelle grâce au gène domestique de B. subtilis, rp/L, qui code pour la sous-unité 

ribosomale L12. 
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Figure 63: Mesures des variations de l'expression des gènes rplL,fenF et cspB par PCR 

comparative lors de cultures B. subtilis ATCC 6633 réalisées à différentes température : 20 et 

30°C sur milieu de Landy modifié, additionné de MOPS 100 mM, pH 7,0, d'acide glutamique 

à 2 g/L et sans extrait de levure. 

Aucune véritable variation du taux d'expression de fe nF n'est observée. Ce résultat 

indique que l'activité du promoteur Pmyc est constante pour une température comprise entre 

de 20 à 30°C. Par ailleurs, une expression plus importante du gène cspB est observée à basse 

température rendant compte de l'importance du rôle probable de cspB dans l'orientation de la 

synthèse des acides gras vers des composés à chaîne 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 à un ensemble de résultats plus large obtenus au laboratoire ProBioGEM 

par d'autres chercheurs et fait l'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 l'étude en transcriptomique. La cible provenant d'ATCC 6633 
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hybridée sur la puce EGT 168 répondant de façon similaire à 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. 

Les mécanismes de régulation mis en évidence grâce à l'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 synthèse de mycosubtiline vers 1' isoforme anteisoC-17 très probablement en 

augmentant le pool d'acides gras branché anteiso. 

Un gène candidat impliqué de façon précoce et centrale dans la sélectivité de cette 

réaction pourrait être ybgE dont la répression aurait pour double effet de limiter la synthèse 

des acides aminés branchés et de limiter le pool d'acide gras branchés de type iso au profit 

d'acide gras branchés anteiso. Min d'assurer la prise en charge des acides aminés branchés 

par la machinerie ribosomale, la cellule semble pouvoir contre-balancer l'effet de la 

répression de ybgE en sur-exprimant leuS, bftnBAA ainsi que l'opéron ilvBNCleuABCD. Le 

répresseur pléiotropique de la transcription CodY jouerait un rôle dans la régulation de ce 

mécanisme, rendu plus complexe encore par l'implication du tandem de régulateurs 

AbrB/ComK. 

Les gènes cspB et cspC codant pour des protéines de choc thermique froid, réprimés 

de façon tardive en présence d'isoleucine, pourraient eux aussi être impliqués dans 

l'augmentation du pool d'acides gras branchés anteiso. 

Il a été montré que la souche B. subtilis ATCC 6633 semblait pouvoir résister à un 

choc froid. Un mécanisme encore inconnu permet donc d'augmenter la formation d'acides 

gras branchés de type anteiso. L'apport d'isoleucine se substituant à ce mécanisme a pour 

effet de réprimer les csp rendant compte de la participation des csp à ce mécanisme de 

régulation. Ce mécanisme pourrait par la suite remplacer l'apport d'iso leucine en favorisant la 

formation d'acides gras branchés de type ante iso. 
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CHAPITRE 5 : ETUDE DE LA PRODUCTION DE 

MYCOSUBTILINE PAR B.SUBTILIS EN 

BIO REACTEUR 
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5. ETUDE DE LA PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR 8.SUBTILIS EN 

BIOREACTEUR 

5.1. INTRODUCTION 

L'extrapolation d'un procédé biologique de production de la mycosubtiline à l'échelle 

du bioréacteur aéré et à agitation mécanique est rendue compliquée à 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 à la cuve, l'utilisation de brise-mousses, de 

dévésiculateur, la diminution des conditions physiques du transfert en oxygène ou l'ajout de 

vecteurs d'oxygène, d'anti-mousses minéraux ou organiques. Une stratégie différente consiste 

à récupérer la mousse qui a débordé dans des collecteurs de fractions. Ce type de dispositif est 

refroidi afin de favoriser le retour à 1' état liquide des mousses et ainsi limiter le volume de 

collecte. Ce processus a été employé par différents auteurs (Cooper et al., 1981) (Neu et 

Poralla, 1990) et a permis l'extraction en continu des tensioactifs grâce au débordement de 

mousse. (Davis et al., 2001) ont étudié l'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 contrôlée de volume de culture. L'extraction en continu de la surfactine 

comporte l'avantage de faciliter la récupération du produit qui peut être laborieuse (Isa et al., 

2007) lorsqu'elle est réalisée à partir du moût de culture une fois la culture est achevée. 

Le travail entrepris en bioréacteur présente dans un premier temps les avantages à 

travailler en mode discontinu classique, avec la possibilité de réguler le pH ou l'oxygène 

dissous, mais aussi les difficultés rencontrées à cause du moussage. Dans un deuxième temps, 

il s'attache à la mise au point d'un mode serni-discontinu débordant permettant de mieux 

maîtriser les pertes de volumes et de biomasse liées au moussage. Un modèle de croissance 

basé sur l'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-disconti nu débordant alimentées 

exponentiellement. 

5.2. CUL TU RES DISCONTINUES 

5.2.1. PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR 8. SUBTILIS ATCC 6633 

5.2.1.1. CULTURE AVEC REGULATION DU PH 

La souche A TCC 6633 est cultivée en mode discontinu selon le protocole décrit au § 

2.6.6. sur milieu de Landy modifié et additionné d' acide glutamique à 2 g!L. Le pH est régulé 

à la valeur de 6,5. La durée de la culture est de 72 h. La figure 64 montre l'évolution des 

paramètres de la culture. 
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Figure 64 : Evolution de la concentration en oxygène dissous (%vol/vol de la saturation), de 

l 'agitation (rpm), de la température (0 C) et de l 'aération (Umin) lors d'une culture 

discontinue de B. subtilis ATCC 6633 en milieu de Landy modifié additionné d 'acide 

glutamique à 2 g/L, pH=6,5 
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La figure 64 montre une chute de la pression partielle en oxygène dissous l h environ 

après l' inoculation du milieu nutritif par ATCC 6633. Celle-ci est provoquée par 

l'augmentation de la demande volumique en oxygène du micro-organisme, elle-même liée au 

début de la croissance du microorganisme observée sur la figure 3. Après 4 h de culture, la 

concentration en oxygène dissous atteint 10% de la valeur à saturation ce qui déclenche une 

augmentation de l'agitation. La rampe d'agitation est réglée de sorte à ne pas chuter en 

dessous du seuil de 10% en oxygène dissous. Elle est bornée entre 200 et 300 rpm. Après 14 h 

de croissance, une diminution progressive de l'agitation est observable. Elle traduit une baisse 

de la demande volumique en oxygène 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 l'affirmer. C'est le signe 

d'un basculement métabolique qui pourrait être le passage d'une source de substrat à une 

autre ou l'apparition d' une limitation ou d'une inhibition par l'un des constituants du milieu 

de culture. Cette hypothèse de basculement métabolique est confirmée par 1 'étude de 

l'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 l'ajout spécifique de KOH 

entre 0 et 14 h. 
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Figure 65: Evolution des pulses en KOH 3 Met en H2S04 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 à 2 g!L 
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Le ralentissement de la croissance est de nouveau constaté après 3 h, voir figure 3, 

mais est cependant moins marquée que celui observé au § 3.3.1.1. Première observation : 

cette diminution du taux de croissance ne peut être attribuée à un mauvais couplage 

énergétique lié aux valeurs basses de pH comme évoqué à titre d'hypothèse au§ 3.3.1.1. car 

le pH est régulé à 6,5. Deuxième observation: la concomitance entre le ralentissement de la 

croissance et la limitation en oxygène avait été établie pour BBG100 au§ 3.7.3. Dans le cas 

présent, l'expérience réalisée en bioréacteur permet théoriquement d'assurer une croissance 

strictement aérobie C*l grâce à la régulation de la pression partielle en oxygène dissous au 

dessus de la valeur seuil de 10 % vol/vol. Dans l'hypothèse où la souche ATCC 6633 se 

comporte de façon identique à BBG100 en ce qui concerne la concomitance entre le 

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

n'est par conséquent pas attribuable à une limitation en oxygène. 

(*): À moins que la limite inférieure de 10 % ne corresponde déjà à une limitation en 

oxygène, ce qui paraît peu probable compte tenu de l'homogénéité du mélange dans un 

bioréacteur de petite taille. 

Il est à noter qu'une baisse de l'aération a été constatée entre 6 h et 12 h d'âge en raison 

d'une baisse de la pression réseau d'air comprimé, ce problème technique n'ayant visiblement 

pas d'effet sur la valeur de l'oxygène dissous régulé à 10% grâce à la rampe d'agitation. 

L'évolution de la densité optique à 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 à 2 g!L est présentée sur la figure 66. 
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Figure 66: Evolution de la densité optique à 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 à 2 g/L 

La DO 600 nm atteint une valeur de 15,5 DO à 24 h, puis diminue fortement jusqu'à 

72 h. Cette diminution, confirmée par des mesures du poids sec effectuées en parallèle, est 

liée à la lyse cellulaire et aussi au phénomène de sporulation observé par microscopie. Ces 

deux phénomènes s'expliquent par la longue durée du procédé discontinu et aussi par les 

quantités importantes de titrants ajoutées après 30 h. En effet, la figure 65 montre qu'à partir 

de 30 h, la régulation du pH s'effectue par ajout alterné de KOH et de H2S04, signe d'une 

production et d'une consommation d'acides organiques faible. L'état physiologique du 

microorganisme ne justifie pas ces volumes importants de titrants délivrés par pulses 

continus. Ils s'expliquent en réalité par les difficultés à réguler le pH en raison de la présence 

de mousse dans le bioréacteur. La mousse piège et ralentit les gouttes de titrants délivrées par 

les pompes péristaltiques. 

Le dosage des lipopeptides dans les échantillons prélevés dans le bioréacteur montre 

l'absence de mycosubtiline et de surfactine dans le milieu de culture. Par contre, l'analyse du 

milieu de culture débordé du bioréacteur en raison du moussage révèle une concentration de 

39,4 mg/L en mycosubtiline et inférieure à 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/L d'acide glutamique régulé à pH 6,5 permet l'obtention d'une bonne 

sélectivité de la synthèse 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 même 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 BBG 100. La faible valeur de production pourrait être liée aux 

problèmes 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 l'effet de la régulation du pH et s'affranchir des problèmes liés à cette régulation 

rencontrés au § précédent, le pH n'est pas régulé et sa valeur initiale égale à 7 ,0. La durée de 

la culture est de 72 h. 
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Figure 67: Evolution de la densité optique à 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 à partir de 3-4 h 

de culture. La DO augmente jusqu'à une valeur de 11,7 DO à 24 h. La phase de 

lyse 1 sporulation est détectée après 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 dès 48 h 

d'âge. 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 à celle obtenue dans les 

mêmes conditions de culture en fioles d'Erlenmeyer, voir § 3.3.1.1., est légèrement meilleure 

que celle obtenue en présence d'une régulation du pH. 

5.2.1.3. EN BREF 
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5.2.2. PRODUCTION DE MYCOSUBTILINE PAR 8. SUBTIL/5 88G100 

5.2.2.1. CUL TURE REGULEE EN PH 

B. subtilis BBGlOO est cultivé en mode discontinu sur milieu de Landy modifié 

additionné d'acide glutamique 2 g!L. Le pH est régulé à 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 à 600 nm en fonction du temps lors d'une culture 

discontinue de B. subtilis BBGJOO en milieu de Landy modifié et additionné d'acide 

glutamique à 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'à une valeur de 12,3 

DO à 24 h. La phase de lyse 1 sporulation débute après 40 h. La diminution de la DO 

s'accentue ensuite jusqu'à 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 à celle obtenue dans les 

mêmes conditions avec la souche B. subtilis ATCC 6633 montrant l'importance du caractère 

constitutif de la production lors d'un procédé discontinu. 

Le volume collecté de surverse est de 130 mL. Cette valeur est identique à celle 

obtenue au § 5.2.1.1. Ce résultat peut paraître surprenant. Il montre que le volume de surverse 

lié au mous sage n'est pas corrélé à la quantité de mycosubtiline produite. Ce phénomène sera 

abordé au§ 5.3.2. lors de l'étude de la capacité moussante du milieu de culture en fonction de 

la vitesse d'agitation. 
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5. Etude de la production en bioréacteur 

5.2.2.2. CUL TURE NON REGULEE EN PH 

B. subtilis BBGIOO est cultivé en mode discontinu sur milieu de Landy. Le pH est 

laissé libre et sa valeur initiale égale à 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 à 600 nm en fonction du temps lors d'une culture 

discontinue de B. subtilis BBG 100 en milieu de Landy modifié et additionné d'acide 

glutamique à 2 g/L 

La DO augmente jusqu'à une valeur de 10,8 à 24 h. La phase de lyse 1 sporulation 

conduit ensuite à une diminution de la DO jusqu'à atteindre la valeur de 7,35. !=es variations 

du pH sont comprises entre 5,8 et 9,5 ce qui constitue un intervalle élevé 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 à celle obtenue dans les mêmes 

conditions avec la souche B. subtilis ATCC 6633. 

La perte de volume liée au mous sage lors cette culture de B. subtilis BBG 100 est de 

820 mL, ce qui représente 27% du volume initial. Au-delà des précautions à prendre sur le 
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5. Etude de la production en bioréacteur 

calcul des concentrations, cette perte importante pose des problèmes techniques. En effet, 

dans ces conditions de travail, la turbine de Rushton supérieure ne plonge plus dans le milieu 

nutritif affectant le contrôle de l'oxygène dissous par l'agitation. De plus, nous avons 

remarqué de visu qu'une zone d'hyper-moussabilité était obtenue au moment où la turbine 

sortait du liquide. Cette observation nous a conduit à la mise au point d'un procédé alimenté 

opérant à volume constant. 

5.2.2.3. EN BREF 

n... · ê~$ "· z;. "WH Il subtilis A TCC 663:1 otl."AJ.Î ,.,;;.J;..d'ate~ '• ,, de .. · andes diffé•• ."' 1 
~ ql ..... \IU'f pQm' t .•. ., . "H'""I .· ..,, . gr . ..Aff~ 

d. ans le co . ~~ .. ..6• tle dhUbtilis BBGl 00 u'il soi~. uft'l Ad\.l&i .. lation du H ou$ 9 3 i .. . . lllJ~"""~"'~.,. ···~ ~· ... . ... .. . . ..q .... \C. . ••.. ':'"'8" .. . .. . p. . .. ~. 

Eiés (iitférences o~~sj.4s~t1i>ti\5uffisântes pour :invoquRrÎf:4fl;t jl)flfli['s4i les deux 

~~;ru,cl;l:e•· .Le niveau nf<>ye't ·le +ftojl~ti'l~· ett .mycosubtil:ine aiJM ~lt~Pir·~'tltl facteur 

lllJOyende 19 ren~tfclmPieifu'f~~c~~~l1~ti1:!Jtif J()rttiu ptotlt-NrJ'rdtJ. 

5.2.2.4. VALORISATION DES RESULTATS 

Les comparaisons des productions de mycosubtiline et de surfactine entre B. subtilis 

ATCC 6633 et BBGlOO en fioles d'Erlenmeyer et en bioréacteur ont été intégrées à un 

ensemble plus large de résultats obtenus au laboratoire ProBioGEM et ont fait l'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 8. SUBTILIS 88G100 

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 l'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 BBGIOO en bioréacteur. 

5.2.3.1.2. Dévésiculation 

Le deuxième test a été effectué avec un dispositif de dévésiculation des mousses 

utilisé en traitement des eaux usées. Ce matériel a été prêté 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 à casser la mousse. Les condensats sont ensuite réinjectés dans le 

bioréacteur. Le gaz sortant dépourvu de mousse peut ensuite être analysé pour quantifier, dans 

notre cas, l'oxygène et dioxyde de carbone. Le principe de fonctionnement est présenté sur la 

figure 70. 

Gaz entrant 
contenant 
la mousse 

.............. )> 

Trajet du gaz 

Condensats 

Gaz sortant 

o o o Billes de 
000 
000 verres 

Figure 70 : Principe de fonctionnement du dévésiculateur 
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5. Etude de la production en bioréacteur 

Lors d'une culture discontinue en bioréacteur de B. subtilis BBG 100 sur milieu de 

Landy modifié additionné d'acide glutamique à 2 g/L régulée à pH 6,5, l'efficacité du 

système n'a pas permis l'élimination des mousses au niveau du gaz sortant. Le dispositif testé 

étant par ailleurs déjà 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 moût à 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 systèmes 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 diéthylène glycol, triglycérides). Trois types d'essais préliminaires ont été 

réalisés afin de mesurer l'effet de ces composés sur la capacité moussante du milieu, sur la 

croissance du micro-organisme et sur la synthèse de mycosubtiline. De plus, il a été vérifié 

que l'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 à 2, 5 et 10 g/L. L'antimousse Hodag est 

testé à une concentration de 0,1 et 0,4 mUL. 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 bioréacteur avec une aération fixée à 

0,25 VVM et une agitation à 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 1' 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 mUL 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 

Témoin 

Huile de soja 5 g/L 

Huile de colza 5 g/L 

Antimousse Hodag 0,1 
mLIL 

[ mycosubtiline] 
(mg/L) 

223 

200 

181 

156 

Le tableau 26 montre une influence variable des antimousses testés sur le dosage des 

lipopeptides. La récupération du produit est de l'ordre de 89 %pour l'huile de soja, de 81 % 

pour l'huile de solza et de 69% pour l'antimousse Hodag. Cette influence pourrait s'expliquer 

par la saturation des sites de liaisons du gel C18 des cartouches de purification ou par 

l' encapsulation des lipopeptides formant des complexes par liaison hydrophobe avec les 

antimousses. 

Sachant que les antimousses utilisés sont des sources carbonées susceptibles d'être 

métabolisées par B. subtilis, leur effet a été évalué sur la croissance de BBGlOO. Dans notre 

cas, ils pourraient aussi moduler le profil de biosynthèse 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 BBG 100 ont été réalisées 

en milieu de Landy modifié MOPS 100 mM pH 7,0 (figure 71). 
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Figure 71 :Evolution de la densité optique à 600 nm lors de cultures en fioles de B. subtilis 

BBGJOO réalisées en milieu de Landy modifié MOPS 100 mM pH 7,0 et en présence d'huile 

de colza à 5 g!L, d'huile de soja à 5 g/L ou d'antimousse Hodag à 0,1 mUL 

La culture témoin atteint une DO de 14,3 DO à 48 h d ' âge. 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 dès 24 h de culture. Cette observation indique 

que les huiles sont probablement métabolisées par la souche. Ce problème donnant lieu à une 

étude en soi, aucun dosage des huiles n' a été réalisé pour confirmer cette hypothèse. Une 

chute de la DO précoce est ensuite observable. Elle pourrait être liée à la difficulté à mesurer 

la DO en raison de la solubilisation progressive de l' huile par les surfactants synthétisés par 

BBG 100. Une chute de la DO est observable après 48 h de culture en présence de 

l' 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 

Témoin 

Huile colza 5 g/L 

Huile soja 5 g/L 

Antimousse Hodag 0,1 mL/L 

[mycosubtiline] mg/L 

223 

3 

2 

95 
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L'ajout d'huile provoque une diminution très significative de la synthèse 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/L de colza. Mais cet 

effet ne suffit pas à lui seul expliquer la diminution de la production de la synthèse de 

mycosubtiline observée lors des cultures. Il y a donc un effet physiologique de régulation de 

la synthèse 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 mUL d'antimousse Hodag a été 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 à 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 à 

6,5 et le niveau de mousse contrôlé 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 à 600 nm en fonction du temps lors d'une culture 

discontinue de B. subtilis BBG 100 en milieu de Landy modifié et additionné d'acide 

glutamique à 2 g/L régulée à pH 6,5. Le niveau de mousse est régulé par l'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 l' agitation mécanique du milieu de culture contenant l'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 l'effet du changement des caractéristiques optiques du 

milieu de culture. 

L'ajout de l'antimousse Hodag permet pour la première fois dans le cadre de ce travail 

d'analyser les gaz lors d'une culture en bioréacteur à agitation mécanique. Comme nous 

l'avons vu au § 3.7.3 .1., cette analyse permet d' accéder à 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 C02 (%v/v), de 1'02 (% v/v) et du QR (sans unité) au 

cours de la culture de B. subtilis BBGJOO sur milieu de Landy modifié additionné d 'acide 

glutamique à 2 g!L. Le pH est régulé à 6,5 par ajout de H 2S04 3M et KOH 3M. 

Durant les 6 premières 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 premières heures. Ce phénomène est difficilement interprétable 

physiologiquement. Il est probablement dû aux faibles valeurs de consommation d'02 et de 

production de C02 mesurées qui génèrent une erreur importante. Durant ces heures, la 

consommation en 02 et le dégagement du co2 augmentent, ces phénomènes étant liés à 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 dû à la production d'acides organiques tels que l'acide acétique 

produit par les souches de B. subtilis lors d'une croissance limitée en oxygène sur glucose et 

acide glutamique. La valeur légèrement plus basse du QR, 1,2 au lieu de 1,4, est liée à la très 

faible production d'acide acétique dans notre cas. Elle s'explique car la valeur de l'oxygène 

dissous ne tombe jamais sous le seuil de 10% v/v de la saturation en oxygène dans le cas de la 

culture en bioréacteur. 

Entre 25 et 34 h d'âge, 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 très faible, à la 

limite de la détection analytique. Pourtant la formation de mousses a été observée à partir de 

4 h d'âge 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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surfactine ~ 

mycosubtiline ~ 

Figure 74: Chromatographie en couche mince réalisée avec (de gauche à droite) un témoin 

d'antimousse à 0,1 mUL, un témoin de mycosubtiline additionné de surfactine à 50 mg/L, 

des sumageants de culture prélevés à 24 h, 48 h et 72 h sur la culture de B. subtilis BBGJOO 

sur milieu de Landy modifié additionné d'acide glutamique à 2 g/L, pH 6,5. 

Concernant les témoins, aucune bande n'apparaît sur la couche mince pour 

l'antimousse Hodag et deux bandes sont détectées pour le standard composé d'un mélange de 

mycosubtiline et de surfactine. La valeur du rapport frontal Rr est de 0,8 pour la surfactine et 

0,6 pour la mycosubtiline. Les sumageants de culture à 24, 48 et 72 h présentent une bande 

correspondant à la surfactine. Aucune bande n'apparaît pour la mycosubtiline. Néanmoins, 

une tache diffuse est détectée pour un Rr entre 0, 7 et 0,8. Cette tache pourrait correspondre au 

complexe mycosubtiline-antimousse Hodag évoqué au§ 5.2.3.2.2. 

190 



5. Etude de la production en bioréacteur 

5.3. PROCEDES SEMI-DISCONTINUS A ALIMENTATION EXPONENTIELLE 

5.3.1. INTRODUCTION 

Peu de connaissances ont été générées par le passé sur les bioprocédés où l'extraction 

du produit d'intérêt se fait de manière continue dans des collecteurs de mousse. Notre travail 

propose dans une première partie une solution simple pour favoriser les sorties de mousse afin 

de maintenir un niveau de liquide constant dans le bioréacteur. Ce niveau est maintenu 

constant en égalisant le débit de sortie des mousses et le débit d'alimentation, de sorte à 

pouvoir se référer à un procédé en continu. A ce stade, il est vérifié 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 à 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 l'évolution de la biomasse suivie 

d'une validation est proposée. 

La stratégie d'alimentation a été appliquée en se référant à 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 

l'appellerons 0-EFBC (figure 75). Ces débordements s'effectuent en continu en raison du 

caractère constitutif de la production de mycosubtiline, sous contrôle du promoteur P repu chez 

B. subtilis BBGlOO. Une représentation shématique de 1'0-EFBC est présenté sur la figure 

77. 

191 



Air 
Inlet 

Feed 
vessel 

5. Etude de la production en bioréacteur 

Figure 75: Représentation shématique de 1'0-EFBC. Le collecteur de mousse est connecté au 

bio réacteur via la sortie des gaz. Il 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 l'axe d'agitation du bioréacteur sont deux turbines de Rushton 

de largeur L1 et de hauteur Wb disposées de manière spécifique (figure 76). La turbine 

inférieure est immergée dans le milieu de culture à une hauteur H0, comme cela se fait 

classiquement dans une culture en bioréacteur, pour assurer le mélange et le cisaillement des 

bulles d'oxygène. La turbine supérieure est fixée juste au-dessus de la hauteur HL du milieu 

de culture. 

Figure 76: Facteurs géométriques exprimés en cm du bioréacteur à agitation mécanique et 

aéré utilisé pour 1'0-EFBC. Di=7,65, Hr/Di=l,83; D/Di=2,22; Hr/Di=l,OO; W/Di= 0,20; 

L/Di=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 à l'interface gaz-liquide. Dans ces 

conditions, la turbine se charge à l'interface et augmente la capacité moussante (CM) du 

milieu. Ce paramètre a été évalué en se basant sur la méthode de la colonne à bulle 

développée par Saint-Jalmes et al. (2005). Seule différence, l'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 : 

CM= Volume de mousse stabilisé (L) 

Volume de gaz injecté (L) 
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Figure 77: Cinétique (min) de l'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 mis. Les expériences sont réalisées en présence d'une concentration de 

2 mg/L en mycosubtiline et 1,3 g/L en biomasse, à un débit d'aération de 0,75 Umin, à 30°C 

etpH6,5. 

Les expériences menées à des vitesses périphériques de 0,40, 0,80, 1,00 et 1,20 mis 

ont permis d'atteindre une valeur constante de la hauteur de mousse (figure 77) correspondant 

respectivement à 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 à 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 1'0-EFBC correspondra à une vitesse périphérique 

minimale de 0,80 m/s assurant une valeur de CM de 0,30. La figure montre que l'expérience 

menée à 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 être calculée stricto sensu. Le 

rapport volume de mousse/volume d'air injecté est égal à 0,97 après 5 min, indiquant une CM 

élevée approchant la valeur de 0,99 obtenue pour l'iturine A à longue chaîne 

(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 /, les 

cellules sont cultivées 24 h dans une culture en mode discontinu. La vitesse d'agitation 

augmente progressivement pour maintenir le taux d'oxygène dissous au-dessus de 10% de la 

concentration de saturation jusqu'à ce que la source principale de carbone ait été épuisée. On 

observe la re-consommation des sous-produits comme l'acétate durant la phase /. Le volume V 

de milieu dans le bioréacteur diminue en raison du débordement de mousse dû à la production 

constitutive du mycosubtiline. Dans la phase Il, 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 l'EFBC carbone-limitant : 

v; x t/-r t/-r 
fin(t)= 0 o __ e_=R(to)--e-

yFeed(S- -S ) r r 
X/S ln 0 

Avec R(tO) la valeur initiale du débit d'alimentation calculé à partir de la quantité 

initiale V aXa de biomasse, le rendement en biomasse sur glucose fixé à 0,30 g g-1
, proche de la 

valeur de 0,31 g g-1 rapportée par Lee et al. (1997), S;n la concentration en glucose dans le 
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milieu d'alimentation, fixé à 40 g L -t, S0 la concentration en glucose résiduel dans le 

bioréacteur et 't une constante de temps. 
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Figure 78: (A). Evolution de la vitesse d'agitation et du pourcentage d'oxygène dissous 

durant une culture débordante de B. subtilis BBG 100 sur milieu de Landy modifié additionné 

d'acide glutamique à 2 g/L. Le pH est régulé à 6,5 par ajout de H2S04 3M et KOH 3M. La 

culture est réalisée à 30°C et à un taux de dilution 111:=0,06 h-1
• (B) Evolution du volume V 

dans le bioréacteur (-•-), du volume Vcol dans le collecteur de mousse (-À-) et du volume 

d'alimentation cumulé (-). La phase 1 représente la phase discontinue, la phase II l' EFBC et 

la phase III 1'0-EFBC. Les phases I and II sont menées à volume V non constant et la phase 

III à volume V constant. 

La phase III correspond à un mode de fonctionnement à volume V constant où le débit 

de débordement de mousse devient égal au débit d'alimentation. Pendant des phases // et Ill, 
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la vitesse d'agitation augmente progressivement reflétant la demande croissante en oxygène 

des cellules qui se divisent. La durée de ces phases dépend des valeurs de R(tO). Huit 

expériences d'O-EFBC sont réalisées sur une plage de taux d'alimentation allant de 0,008 à 

0,086 h-1
. 

5.3.4. MODELISATION ET ASPECTS THEORIQUES 

Le modèle de croissance doit prendre en compte les phases II et III. Un modèle 

dynamique basé sur un bilan matière dans le bioréacteur et dans le collecteur de mousse a été 

construit à partir du modèle décrit par Bastin and Dochain, 1990. Cette partie a été réalisée en 

collaboration avec S. Chenicker et J-Ph. Cassar du Laboratoire LA GIS. 

5.3.4.1. EQUATIONS DYNAMIQUES DU MODELE 

Le modèle 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 matière sur la biomasse et le substrat dans le bioréacteur est donné par : 

dVX 
~=JlVX -Xoutfout 

dV dt = J;n - fout 

11 = flmaxS 
avec r K + s 

s 

Où le taux de croissance spécifique f.J est donné par l'équation de Monod. Le bilan matière sur 

la biomasse dans le collecteur de mousse est donné par : 

dVcozX coz = X -r 
dt outJ out 

A ce stade, les paramètres du modèle relatifs aux caractéristiques physiologiques du 

microorganisme sont au nombre de quatre: f.lmax, Ks, ms et YXJs. 
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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 l'effluent est identique à celle dans le bioréacteur. Dans le cas d'une culture débordante, 

seulement une partie de la biomasse est extraite. Cette concentration en biomasse Xout dans la 

mousse sortie du bioréacteur est exprimée par la relation linéaire : 

Xout =a X+ p 

Avec a et fJ représentant deux paramètres supplémentaires du modèle. Cette relation 

implique deux cas de figure : Xout est proportionnel à X (/3 = 0) ou Xout est indépendant de X 

(a = 0). Le premier cas correspond à une culture avec recyclage partiel (Partial Recycling 

Fermentation). 

5.3.4.3. DESCRIPTION DU DEBIT DE MOUSSE DEBORDANT 

Durant la phase II, le débit de mousse sortant est négligeable, soit : 

fout = 0 L.h-1
• Le volume de milieu dans le bioréacteur, V, s'exprime en fonction du 

temps et dépend principalement du débit d'alimentation exponentiel.fin· 

Durant la phase III, le débit de débordement de mousse devient égal au débit 

d'alimentation. Le procédé opère à volume V constant : 

Afin de vérifier ces deux conditions et d'assurer la transition entre les phases II et III, 

une fonction permettant de simuler globalement l'évolution du débit de mousse débordant est 

proposée: 

c 
fout = hn V: _V avec C une constant égale à 10-3 L. 

hm 
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Le volume V stabilisé en phase III devient égal à : 

v;im- C 

5.3.5. STRATEGIE D'ESTIMATION DES PARAMETRES 

5.3.5.1 SCHEMA D'OPTIMISATION 

L'évaluation de paramètres consiste à trouver un ensemble de valeurs appropriées pour 

les paramètres du modèle en utilisant les données expérimentales disponibles. Selon certains 

auteurs, l'identification de paramètres de modèles dynamiques non-linéaires peut être 

appliquée aux cultures de microorganismes (Gao et al., 2005). La qualité de l'optimisation 

dépend de la qualité des données qui est elle-même affecté par l'incertitude inhérente à 

chaque analyse. Une fonction appelée «fonction objectif» est choisie. Elle reflète les 

différences entre les données expérimentales et les sorties du modèle. Elle peut se définir 

comme la somme des erreurs au carré entre les données expérimentales et les sorties du 

modèle: 

{/ = Arg min (1 ( 0)) 
(J 

Avec NE le nombre d'expériences, Ns (j) le nombre d'échantillons dans l'expérience j, ~ 

et ~ les vecteurs respectifs des valeurs mesurées et simulées, 0 le vecteur des paramètres 

initiaux et e* le vecteur des paramètres optimisés. 

Le modèle non-linéaire choisi impose un procédé itératif pour l'évaluation de ses 

paramètres. Le processus d'optimisation décrit sur la figure 79 procède par ajustements 

itératifs des valeurs des paramètres, conduisant pas à pas la fonction objectif à son minimum : 
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1 Experimental 
data 

! j,,(t) 
Mode! 
Parameters 

Optimisation values Simulation 

Simulated 
outputs 

Figure 79: Diagramme d'optimisation du modèle 

Une fois le minimum de la fonction objectif atteint, les valeurs de paramètres obtenues 

sont gardées pour être employées dans le modèle. Les méthodes sans contraintes pour 

l'évaluation de paramètre ne prennent pas en compte les informations sur les valeurs limites 

de ces paramètres (Syed Mustapha et Phillips, 2000). Alternativement, les méthodes avec 

contraintes sont soumises à des valeurs limites (Roll et 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 modèle seront 

les limites physiologiques. Ainsi, le rendement de croissance sur le substrat, Yx;s sera examiné 

entre 0,19 et 0,45 g g-1 et le taux de croissance spécifique maximal, Jlm=, entre 0,30 et 0,40 h-1
. 

Pour notre application, la fonction quadratique objectif est calculée à partir de trois jeux de 

données expérimentales. Pour résoudre le problème 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 à 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 LA GIS. 

5.3.5.2. STRATEGIE D'OPTIMISATION 

Les paramètres du modèle sont au nombre de six: /lmax, Ks, ms, Yx;s, a et p. Dans nos 

expériences, le nombre d'échantillons pour chaque expérience ne permet pas l'évaluation de 

tous les paramètres imposant la réduction de leur nombre. La culture se rapportant à un 

procédé carbone-limitant, les paramètres f.1. et Ks sont corrélés. Estimer simultanément ces 
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deux paramètres n'est pas recommandé (Noykova et al., 2002) (Patnaik, 1999). Par 

conséquent, Ks est fixé à 0,015 g L-1 qui est une valeur proche de 0,010 g L-1 obtenue pour le 

même substrat et la même espèce bactérienne (Martinez et al., 1998). Les valeurs limites de la 

maintenance ms sont définies selon des valeurs référencées de 0,065 

(Monroy et De La Torre, 1996) et de 0,12 g g-1 h-1 (Sauer et al., 1996). Ainsi, l'ensemble des 

paramètres à estimer a été réduit au sous-ensemble Ks, Yx;s, a et p. 

5.3.5.3. ÉVALUATION DE CONCENTRATION EN BIOMASSE DANS LA MOUSSE COLLECTEE 

La quantité de biomasse piégée en sortie de bioréacteur dans le collecteur de mousse, 

Xc01, est mesurée par la technique du poids sec. Cette technique nécessite un volume liquide 

Vco/, minimum de 10 mL. Par conséquent, la concentration en biomasse dans la mousse Xout 

n'est disponible qu'au bout d'un certain temps qui dépend du débit de sortie de la mousse fout· 

Dans l'hypothèse où Xout est constant sur une période de temps [Tt, Tz], il peut être estimé 

comme suit : 

Avec Xcol la concentration en biomasse dans le collecteur à un temps tet Vcolle volume de 

mousse liquéfiée dans le collecteur. La valeur de la concentration en biomasse dans le 

bioréacteur, X, à corréler avec XouJtpf2 ] est représenté par la moyenne de X sur la période 

[t1, t2]. L'évolution de Xout[tl' f2 ] en fonction de X est représentée sur la figure 80. 

8,0 ,--------------

~ 6,0 
g 

4,0 
::1 <>< 2,0 

• 

• • y = 0,02x + 2,32 
.. . 

• • 
• 0,0 +------,-------,-----1 

4,00 6,00 8,00 10,00 

X (g L"1) 

Figure 80 : Evolution de la concentration en biomasse dans la mousse collectée Xout ( g/L) en 

fonction de la concentration moyenne en biomasse X (g/L) dans le bioréacteur. 
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La figure 80 montre une zone pseudo-constante de Xaut dans une gamme de 

concentration de X comprise entre 4 et 10 g L-1
• Une régression linéaire permet de déterminer 

les valeurs de a et de B. Ainsi, pour une relation du type X out = a X + f3 , nous déterminons a 

= 0,02 et B = 2,32 g L-1
• La valeur proche de zéro de a indique que la concentration en 

biomasse dans la mousse Xout est indépendante de la concentration en biomasse dans le 

bioréacteur X. 

5.3.6. PERFORMANCE DEL 'EXTRACTION DES LIPOPEPTIDES 

Trois 0-EFBC ont été opérés à 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 suifactine exprimées (en mg/L1
) dans le bio réacteur 

et le collecteur pour des 0-EFBC opérés à différents taux d'alimentation 1/r =0,062, 1/r =0,071 et 

llr=0,086 exprimés en h-1
• ND: non détecté 

Collecteur de mousse Bioréacteur 

M ycosubtiline Surfactine Mycosubtiline Surfactine 

1/'t = 0,062 h-1 155 10 1 ND 

1/'t = 0,071 h-1 210 13 2 

1/'t = 0,086 h-1 268 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. ÉVALUATION DES PARAMETRES MODELES 

La stratégie d'optimisation décrite au § 5.3.5.2. conduit à l'évaluation du sous­

ensemble de paramètres Jlmnx, Y x;s, a et f3. Les résultats sont donnés dans le tableau 29 pour 

Ks=0,015 giLet pour les deux valeurs limites de ms: 
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Tableau 29 : Estimation des paramètres du modèle, tJ*max, Y*XIS, a* and fJ* déterminé pour Ks 

=0,015 g/L . 
Il max 

. 
a 

0,065 0,33 0,20 0,000 2,01 

0,12 0,30 0,25 0,043 1,70 

Pour une valeur de ms égale à 0,12 g g-1 h-1
, la valeur estimée de Pest égale à 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 ms égal à 0,065 g g-1 h-1
, la valeur de p estimé atteint 2,01 g!L. Cette valeur 

est plus conforme aux résultats expérimentaux. Dans ce cas, la valeur estimée du pest nulle 

confirmant là aussi le résultat expérimental du § 5.3.5.3. Cette valeur nulle rend compte de 

l'indépendance entre la concentration en biomasse dans la mousse Xout et de la concentration 

en biomasse dans le bioréacteur X. La valeur du llmax estimé de 0,33 h-1 est également très 

proche de la valeur de 0,35 h-1 calculée pendant la phase 1 du processus. En conséquence, une 

valeur de ms de 0,065 g g-1 h-1 a été choisie par la suite pour d'autres simulations. 

La valeur de Yx;s estimée est égale à 0,20 g g-1 ce qui est légèrement inférieur à ce qui 

était prévu après 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 et al., 1997a) 

(Lee et al., 1997b) à 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 façon optimale pour la croissance. Dans notre 

cas, ce phénomène peut s'expliquer par deux facteurs principaux. Premièrement, 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. Deuxièmement, 

la présence d'un substrat comme l'acide glutamique dans le milieu de culture peut mener à 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 Yx;s =0,22 g g-1 

proche de cette valeur estimée de 0,20 g g-1
• 

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 ms = 0,065 g g-1 h-1 et Ks = 0,015 g/L. 

L'écart type des erreurs résiduelles entre les données expérimentales et les valeurs de sortie du 

modèle est égal à 0,83 g. Il est à noter que l'erreur était de 1,09 g dans le cas des résultats 

simulés avec une ms de 0,12 g i 1 h-1 confirmant notre choix d'une ms de 0,065 g g-1 h-1
• 
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Figure 81 : Valeurs mesurées et simulées (ligne continue) de la quantité de biomasse et du 

volume dans le bioréacteur (t.) et dans le collecteur de mousse (o), pour trois 0-EFBC opérés 

à différents taux de dilution ll'r=0,062 (haut), 11r=0,071 (milieu) and 11r=0,086 (bas) 

exprimés en h-1
• La déviation standard de l'erreur résiduelle est 0,83 g. Ces valeurs sont 

simulées en utilisant pmax=0,33 h 1, Yx;s=0,20 g { 1
, a=O and fJ=2,01 g/L, ms=0,065 g g-1 h-1 

et Ks =0,015 g/L 

L'évolution du volume mesuré dans le bioréacteur est représentée sur la figure 81 

(colonne de droite). Il apparaît que l'estimation de ce volume au cours du temps est proche 

des valeurs mesurées, validant ainsi les deux hypothèses 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 J1 (ligne continue), de la valeur 

moyenne Jlmean (pointillé) et du taux de dilution 1/r(ligne discontinue) pour trois 0-EFBC 

opérés à différents taux de dilution 11r=0,062 (haut), 11r=0,071 (milieu) et llr=0,086 (bas) 

exprimés en h-1
• Ces valeurs sont simulées en utilisant Jlmax=0,33 h-1

, YXJS=0,20 g g-1
, a=O and 

f3=2,01 g/L, ms=0,065 g g-1 h-1 et Ks =0,015 g/L. 
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Durant la phase II du procédé où le moussage est négligeable, le taux de croissance 

spécifique J.1 augmente pour atteindre la valeur limite égale à liT. Les résultats représentés sur 

la figure 82 confirment que les valeurs moyennes des taux de croissance spécifiques Jlmean 

sont inférieures aux Jlum pour chaque expérience. Le débordement de mousse apparaissant en 

phase III induit une augmentation de la pente de la courbe de J1 puis un dépassement de la 

valeur de liT. Nous démontrons en annexe que la valeur limite du taux de croissance 

spécifique est plus grande que liT. En effet cette valeur est égale à : 

Le modèle a été extrapolé à cinq expenences additionnelles menées à des taux 

d'alimentation de 0,008, 0,022, 0,040, 0,042 et 0,062 h-1
• Des simulations sur les quantités de 

biomasse dans le bioréacteur et dans le collecteur de mousse ont été effectuées et l'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). 
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Figure 83: Tawc de croissance spécifique moyen Jlmean en fonction du tawc de dilution 

exprimés en h-1 (gauche). Productivité spécifique en mycosubtiline, expriméee en mg de 

mycosubtiline g-1 h-1
, en fonction du taux de croissance spécifique moyen Jlmean exprimé en h-1 

(droite). 
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La figure 83 (côté gauche) montre que la valeur moyenne du taux de croissance spécifique est 

une fonction linéaire du taux d'alimentation. La figure 83 (côté droit) de la phase III présente 

la productivité spécifique en mycosubtiline qp en fonction des valeurs moyennes du taux de 

croissance spécifique Jlmean· Elle montre que, dans la gamme des taux d'alimentation 

employée, la productivité peut être approchée grâce à 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-1
. Elle atteint une valeur de 

1,27 mg de mycosubtiline.g-1 de biomasse.h-1
• 
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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 l'objet d'un article publié dans le 

«Journal of Biotechnology »en 2007. 

5.4. PROCEDE DEBORDANT SEMI-DISCONTINU ALIMENTE LINEAIREMENT (0-FBC) 

Basée sur une procédure de travail similaire à 1'0-EFBC, une stratégie d'alimentation 

à débit constant est testée afin de se rapprocher d'un fonctionnement à recyclage partiel 

classique (figure 84). 

Les cellules sont cultivées 17 h dans une culture en mode discontinu en phase /. La 

vitesse d'agitation augmente progressivement pour maintenir le taux d'oxygène dissous au­

dessus de 15 % de la concentration de saturation jusqu'à ce que la source principale de 

carbone ait été épuisée. Dans la phase /, le volume V de milieu dans le bioréacteur diminue de 

façon dramatique en raison du débordement de mousse dû à la production constitutive du 

mycosubtiline. En effet, plus de 90 % du volume de culture déborde durant cette phase. 

Dans la phase Il, appelée phase transitoire, le bioréacteur est dans un premier temps 

alimenté à raison de 270 mL/h de sorte à retrouver plus rapidement le volume V de 

stabilisation de la phase III. Dans un deuxième temps, le débit est fixé à la valeur de 150 

mL/h. 

La phase III correspond à un mode de fonctionnement à volume V constant égal à 3 L 

où le débit de débordement de mousse devient égal au débit d'alimentation. Durant cette 

phase, le débit d'alimentation fin est conservé égal à 150 mUh et correspond à un taux de 

dilution D de 0,050 h-1
• 
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Figure 84: (A) Evolution du volume V dans le bioréacteur (- • - ), du volume V col dans le 

collecteur de mousse (- .Â-) et du volume d'alimentation cumulé(-). La phase 1 représente 

la phase discontinue, la phase II la phase transitoire de 1'0-FBC et la phase III la phase à 

volume V constant. Les phases 1 et II sont menées à volume V non constant. (B). Evolution de 

la vitesse d 'agitation et du pourcentage de saturation en oxygène dissous durant une culture 

débordante de B. subtilis BBGJOO menée à 30°C, pH=6,5 et à un taux de dilution llr=0,050 

h.J. 

L'évolution du pH dans le bioréacteur représentée sur la figure 85 permet de vérifier 

que la régulation s'effectue correctement à la valeur de consigne de 6,5 u.pH. Dans le 

collecteur de mousses, nous observons une légère diminution au cours du temps jusqu'à une 
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valeur de 6,3 u.pH. Cette variation de pH est limitée grâce 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 entraînés par la 

mousse et par conséquent pour la bonne conservation de la mycosubtiline produite. 
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Figure 85 : Evolution de la DO 600 nm ( -1-) et du pH (- .._-) dans le bioréacteur (haut) et le 

collecteur de mousse (bas) durant la phase III d'une culture débordante de B. subtilis 

BBGJOO menée à 30°C, pH=6,5 et à un taux de dilution l!-r=0,050 h-1
• 

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 à volume 

constant, à alimentation constante et où le recyclage est dit « partiel » (figure 86). Ce type de 

procédé permet de maintenir le taux de croissance spécifique 11 constant lorsque le système est 
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à l'équilibre. Ce dernier est obtenu lorsque la concentration en biomasse est constante dans le 

bioréacteur. 

Retour 
biomasse 

V=cte 

B 

Unité 
filtration 

Ff 

Figure 86: Diagramme d'une culture continue à recyclage partiel. Fin = B + F1 

Dans le cas de 1'0-FBC, B = 0,24.Fin. soit 36 mL/h. Dans l'hypothèse où 1'0-FBC se 

rapporte à une culture continue à recyclage partiel, le taux de croissance spécifique du 

microorganisme est égal à f.1 = BIV, soit 0,012 h-1
. 

La productivité spécifique qp en mycosubtiline mesurée durant la phase III est 

d'environ 0,20 g.g-1.h-1
. Cette productivité est obtenue pour une valeur du taux de dilution de 

0,050 h-1 correspondant à un taux de croissance spécifique de 0,012 h-1
• Comparée à la 

productivité spécifique obtenue à taux de croissance spécifique de 0,012 h-1 en 0-EFBC, soit 

0,35 mg de mycosubtiline.g-1.h-1
, 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 Iipopeptides présente des difficultés réelles 

en présence de ces antimousses. Dans ce contexte, la mise au point d'un procédé permettant 

de transformer le problème du moussage en un avantage a permis l'extraction en continu de la 

mycosubtiline avec un pourcentage d'extraction proche de 100%. Grâce à ce procédé, appellé 

0-EFBC, une productivité spécifique de 1,27 de mycosubtiline g-1 de biomasse h-1 obtenue 

avec le taux d'alimentation de 0,086 h-1 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 

BBGIOO. Le procédé 0-FBC présente quant à lui l'avantage de pouvoir être prolongé dans le 

temps puisqu'il se rattache à un procédé continu à recyclage partiel. La productivité en 

mycosubtiline obtenue avec ce procédé est cependant plus faible que celle obtenue avec l' 0-

EFBC. 

212 



6. Conclusion et perspectives 

6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

213 



6. Conclusion et perspectives 

6. CONCLUSION 

La mycosubtiline est connue pour être 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'isomères (n-, iso ou anteiso). La première étape du travail présenté dans la thèse 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 chaîne carbonée de l'acyl 

n'est pas le seul paramètre impliqué dans l'activité antifiongique des iturines. Une étude sur 

l'effet de la longueur de la chaîne et de l'isomérie des iturines A avait en effet montré que 

l'activité antifongique était d'autant plus élevée que la chaîne était longue (Hbid, 1996). Nos 

résultats sont originaux puisqu'ils montrent que l'isomérie de la mycosubtiline joue un rôle 

très important dans le pouvoir antifongique: l'isoforme anteisoC-17 présente une CMI de 8 

JlM vis-à-vis de B. cinerea alors que l'isoforme isoC-17 présente seulement une CMI de 26 

JlM. 

Comme nous l'avons vu dans l'introduction bibliographique, peu de résultats ont été 

obtenus par le passé concernant la biosynthèse de lipopeptides par la souche ATCC 6633, 

probablement en raison des faibles niveaux de production de lipopeptides obtenues jusque-là 

par les différents auteurs. L'étude de paramètres de culture réalisée dans la thèse a permis de 

mieux appréhender la complexité de la physiologie de B. subtilis ATCC 6633. Un ensemble 

de conditions environnementales, permettant à la fois l'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 synthèse des mycosubtilines par rapport 

à celle des surfactines. Puis l'étude de l'effet du pH a montré que la production de 

mycosubtiline pouvait être augmentée en utilisant du milieu de Landy tamponné par du 

MOPS 100 mM à pH 7.0. L'étude originale réalisée en fioles RAMOS de l'effet du transfert 

d'oxygène a ensuite permis de montrer l'importance de ce paramètre pour la productivité de 

la synthèse de mycosubtiline. 
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L'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 être orientée vers l'isoforrne la plus 

active, l'isoforrne anteisoC-17, sans perte de productivité. TI a été récemment démontré que 

l'activation de l'acy! puis le chargement de l'acyl-adénylate par le domaine AL de la 

mycosubtiline synthétase n'était pas spécifique de la longueur de se chaîne carbonée, lorsque 

celle-ci est comprise entre C-10 et C-16 (Hansen et al., 2007). Si l'on se réfère à ces travaux 

récents, 1' orientation de la synthèse de mycosubtiline vers 1' isoforrne anteisoC-17 obtenue en 

présence d'isoleucine pourrait être liée à l'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 été étudié jusque là en transcriptomique. Seuls Duitman et al. 

(2007) ont mis en évidence, récemment, le rôle du régulateur de la transcription AbrB dans 

ces mécanismes. En effet, un mutant de B. subtilis ATCC 6633 11abrB a permis d'augmenter 

par un facteur 5 1' expression du gène mye codant pour la mycosubtiline synthétase. Notre 

travail a consisté à analyser de façon globale la réponse transcriptomique de B. subtilis ATCC 

6633 dans des conditions de culture permettant d'étudier l'aspect sélectivité de la biosynthèse 

de mycosubtiline et garantissant un niveau de productivité suffisant pour faciliter l'analyse. 

Ce dernier aspect a pu être obtenu en utilisant la souche BBGlOO surproductrice constitutive 

de mycosubtiline. Cette étude a permis de mettre en évidence chez B. subtilis BBG 100 une 

cinquantaine de gènes régulés, parmi lesquels abrB, lors de cultures réalisées en présence 

d'isoleucine. 

Les hypothèses sur les mécanismes de régulation de la fourniture en précurseurs 

branchés chez B. subtilis ont rendu compte de la complexité des phénomènes en jeu. Le gène 

ybgE, dont la répression en présence d'isoleucine aurait pour effet de limiter la synthèse 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 

l'effet de ybgE en sur-exprimant ZeuS, bfmBAA ainsi que l'opéron ilvBNCleuABCD. 
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Nos travaux suggèrent un rôle 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 l'implication du 

tandem de régulateurs AbrB/ComK. De plus, nous avons montré que les gènes cspB et cspC 

codant pour des protéines de choc thermique froid, réprimés de façon tardive en présence 

d'isoleucine, pourraient eux aussi être impliqué dans l'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 à un choc froid. Un mécanisme encore inconnu 

permettrait donc d'augmenter la formation d'acides gras branchés de type anteiso nécessaire à 

l'adaptation au froid. L'apport d'isoleucine se substituant à ce mécanisme aurait pour effet de 

réprimer les csp rendant compte par conséquent de la participation des csp à ce mécanisme de 

régulation. Ce mécanisme qui favoriserait la formation d'acides gras branchés de type ante iso 

pourrait par la suite être provoqué en sur-exprimant chez ATCC 6633 les gènes csp, ce qui 

permettrait de retirer l'isoleucine du milieu de culture en vue d'une éventuelle 

industrialisation. 

Compte tenu des difficultés à extraire les lipopeptides à partir d'un moût 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 0-EFBC, a permis 

l'extraction en continu de la mycosubtiline avec un pourcentage d'extraction proche de 100% 

et l'obtention d'une productivité spécifique de 1,27 de mycosubtiline t 1 de biomasse h-1
• 

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 être envisagée. 

Elle permettrait notamment d'augmenter les taux de dilution appliqués au volume réactionnel. 

La perspective de développement et de modélisation du procédé 0-FBC, qui se réfère à 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 BBGlOO réalisées en fioles d'Erlenmeyer et en bioréacteur 

présentés au § 5.2. ont été intégrés à un ensemble plus large de résultats obtenus au 

laboratoire ProBioGEM et ont fait l'objet d'un article publié dans le journal « Applied and 

Environmental Microbiology »en août 2005. 

Annexe 2: Les résultats présentés dans le § 5.3. concernant la mise au point du 

procédé 0-EFBC et obtenus dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire LAGIS ont 

fait l'objet d'un article publié dans le «Journal ofBiotechnology »en août 2007. 

Annexe 3 : Les résultats présentés dans le § 3.7.4. concernant l'effet du transfert 

d'oxygène sur la production de mycosubtiline par ATCC 6633 et obtenus conjointement par 

le laboratoire ProBioGEM et le laboratoire de Génie Biochimique du RWTH à 

Aix-la-Chapelle, en Allemagne, ont fait l'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 été intégré à un ensemble de résultats obtenus au 

laboratoire ProBioGEM et a fait l'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 l'expérience 

présentée au§ 4.3.1.1. est détaillé dans cette annexe. 
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ANNEXE1 

A.Pil lED AND Il:UVJl:~:)f'HdEl'.ti Al MICJ>OWOJ/)IJ'(" AIJ.g. 2005, p. J.5"":"">J534 
l)û'!9-~).t6/$Œ! ... OC·~-t·'J .Joi: lü H2%AhM. ~L'!....t57:~s~~2(-(•5 
Copprisb:t =t~ "JJX6 0 .t!..m~ic<1n 3.xt..:ry fvr Mi:rohiok·s:·. An Rt.gbu R~n-ro. 

!v'lycosuhtilin Overproduction by Baàflus subtilis BBGWO Enhance~ the 
Organism's Antagonistic and Biocontrol Activitics 

Valérie L••dère,' Max Béd1et.1 .Akram Ad~m." J~<lfl-Sêbasiien Gua} Bernard Wath...;lct.' 
Jl.iarc Ongena,2 PhiJJppe Thnna:rt° Fr.:'d0·"·· rkJue Gance!.' Marlên~ C'tlolret-lmbert/ 

and Philif'f" J<t.:t]U~~" 
fh<'r"''~""'"""' Pa~rutk 'Li/k. Ut»n.·ltsi.,_, t~f .5cé&;itf!' !lh>..1 T~·~th-f'3f.•lr~ .. "'f rJf Li'Jh•, F· 5%.55 V&'a~t.~o.'i' 

, Cet,tnJ Jl~~lw de .R&Jow';J !Ntfuuri.ff..fc, fJ.J{}, B-Ji)6~1 U~t. 
md L'wi# d< C kimifl Bick*i'~"" 

ofG~mbkJt.~ .. .B-.%3'6 C~rnbJcwJ( 

/l. &w:ù'hu mJviH.r. ~rh·a:tùll Ydt:"' üburint•d fnnm ~trmtn A 'fC·C (.f.33 ~ repl-1!:\"fllf!fit 1!1. tb. l' mut'<'t> prooo~Y'r of 
dt"' myoCa:\ubültn. >:1ç*rna by a tonsdtm:h"t< JlllJJ:tl(!~U or.igjna"tiog fntm thi' r~plkl:!!Üüft &.,\"W:' npV q( th.l' ·~~v­
loc""",.' ""'"""' piasruid plïi UH. H• n•rümbio••r strl<io. desigRIIWI llllG)f .. }. pn)lfu«cl up !•) 1!-l'ükliD>oTI! 
nzycmmblili• tbi!Jl Ill< wild tyjM prudll>.'•d. lit• ~·«rpnodudo..~ ph•n<>typ;; "'"' r•iklWd !!) <Mt.k<nt!!m•nt üf tb• 
ilnta._e;:mhth: net~itiê:;.o 8galllst ~~l'Hal Jt>IDOV aa4 pRthog.:nk flmgi H~ttuütytk ~üvities WH(< a]~u dt!ady 
inut.,..•d im th• mm:lilitd str<~in. 'l"" "!'<'<!mn>Hry """lys"" of ••rirO.d m)<•rubtilill •xtr""" <li.:JwHI s:imibu· 
Jl'll!l!rm oflipupep!ldi<s &:~r !IW,I•~f lilld th• "lM typ•. lar•...,Hom, thu• aoi!ly••• rnb<> N><al8.1 a •• ,.. ~:orm 
<JI lll,rtœubtibn ,..Jüd! wa> m•>r• e<>>ily dH~!!'d iill the !lB(; 1@0 <Jtmpie. W!wo W5<•d fix ils bim:<:.nir<:oiJIOI•mliaL 
'Qdkf..t)"]M sln1in ~'liff &633 \1{~~ alnro'!>t Uift"'ftrtin.• fur nd9d1lg Il P)Wi~m ürfvl'Ü\ID m HI.Matü ~iJhu~.~­
ll<lW"''"'· 1ml'!WOI M' "'"ds "lrh tbt• H!R;tiiO ùV.rplwilmi~g s1mi11 rfMriWI lit a mart.<à inma,_ in tbe 
qermhurtio:n rnte-üfs~~Irl~, Th.!Ji "J.l"TNN1iv~ t:fl~u affi,rdf1d ~ ~Tt~subdtln tftti-f~pr·ndutünn ~·as;al9!:1 ;ù1.r.alflhd ~, 
Ill• si1(Difirlmlly gmal& f••.:h ,,,_.igt11 of •merJ;in)( s...:tlia.f..' """wd witb ll!R;JliiJ rompa<..:l ~~ rMJtrnl; .,, 
s...,;llill!<l> i11~euht<d l'il.b tb• wtld·!J'P• >tJai.n. 

M~nt.;,. of the B"'-'ii!wi :û'iilis fumily f>tc>1u<e "wi•k nti­
t'IY of amib.a-cteriaJ and ooiihhlJQI J . .nJ.ibi·mic~, Srrm\' of th8~ 
c~)mpütHtds, Hkr ootnllm (.!1), &Îbrilosio A(~ j, Ta&-\ ~JJ._I, ~nd 
subla:nt.:1n (27j. J."t"t: of :tlbosoulai j:ltig-in., Du l otbets.. ~Jcb J~ 
P"city~in, chlott)t:>tta1n. ntrc-obat·i111u ( 41), tbii'J(ti( ln.) r l (j), P-it~ 
dl1a2ne [2·~!, dtfi."idio (.t.O). aOO. Hpopeptidœ bdoostng-Io 1h~ 
surf•nin. uunn, ond fun!l)':.ia fumilies (41), '·"' foff!l.-:1 Il)' 
t1oncitnJ;;...::mal ~~pü<k- syn.tlwtaM6 ood/or potth lkle SJ"tl.thJ&i't, 
Tbe hn.r •x•mf> .. '•U Ddt ""' J.mpbiphilk cyd <: peptkl•n wm­
p~:.1 o.)f 7 a.·-amino at"tjs (su rfacti:n:S and irudll5! ~2f I(~ œ-aminu 
J.d1s l1Ë"ngyc1n~) H11:hd tv um uniqtw ~-aruiitc"' f:.luy .œ:kJ 
(fmrimi) Otfl-byjr.myfarry am (su.rfanins ~nd.feng}Tifls). Th~ 
fe>ng.dl üi dl€" ûmy adj chain vJtks front C l.l w C16 .fi.)t \l.llr­

faaüu<., from C1..,. to Cr:- for iHJtins.. . .t.ad ftotn C 1,. tc~ Cu~ in rh!'::~ 
ca..."'<@ of fu~~ios.. Di:ifBtt-H:Jt bonl>:~x:~~ . .:m~ '~\.:tmpm.m<lf f~._w €at,::h 
lif"'f>1ptid• famtly aN 1hos utoalty .;opo,~or~d (1, .16) lrutint 
a.11.d ·fet'l.gycins: dhpkly ~trong o.Hlflfungal a.:rhity and jnhft-.il rbt-
growtb of a wid>i±' trul%0 of pb ol (11, 11 ~ 20, !2, 35 ), 
Surf;lCtffifl at'E= ool fun@jw:"ixic thièmoolvœ hm bave ~-:.me 

eyner;gN:.k E"~ctr-; oo tOO anüfu~al açuv1ry of iruttn A (1J~t 
B. sutrûlit A 1\)::: t-6:3~ ptoduO:;~S subt.IH11 i 11 L subtilc4><in ( 13l. 

t lürç.z.t.l::in (19) • .i:tVJ twaJ l ip:::vertll.ss,. ~urfan:in J.nd mycüwt"~ 
ti11n. a too~t of th~ imtio frunily f11 :,, Ptt~1urtioo •.)f ~flrfar·A 
tin ·nsquift'"il. lht: "!tf f..."!J-~"'f'l.)O enoJdmg tb..: lh:tee ,utu..111ir:;. I.Jf 
.%Ut.factln ~J:b>i:!ta.sê t:hat J.24t:aly:re th.:: tbiüht:upbm Œ.:xhani.wn 

* ('orrei<ptTidil~ autfu:>of. Mitiün; '-!ddr:ffi>i.· .[ .. ;;d:>J:\11 at.;n~· .... 11 Mkf't.'hbl 
Bi--:.p:o:xn~e~ ~LABEM), f"'oljtochl....ine, UrO..,~t.'"uit; of &ren:'<;"" .:n-.·.:! 
To:-.;:h~«.-.b~· o::<f lilk .A'/i'ÇfUA~ dü Pro~ur L~f1$~ln, F-.59t6S l'Ill~ 
woow d'.À&;;:q C-!'i:k~ frilno:-~. ~; !3 3 2~- 76 "!i .#l r-~ B 1 ~S "t(l 
7..t Ol E-u~iL pbdtpp•ej>~(.'>.:jJJt:-0rpol:"ft~h..lilleJr. 
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1.:Jf Oi:ftti:~~üffta.l p&ftlidB ~tht!iils tt) irJt?Otpüf.lk tb{' ~V"OO 

at1tino acils ioto th~ Mttfaain ·Jip::fJ~ttJt?. Thot llT}\)::<tut"li! ln 
_g,(t.n~ t.1~ùt i.:ü.m:ists üf fout opeu reading fratŒ<s, ,Ji5s..lg.1Jot.@:1 
./tt-.:F~ <"<':'t<-4, n?<B~ and ·tt'yt_,C: coottd1f!d Dy Thi' M. ille p fC'W~)f.wr_. 
ft=N•:" (Ft~. 1} (9). Th€< suburtiw tln<'.üdBdby lh8 tbtNt-~~'{· ~'110~ 
•X11Uit1 th!ê: wwo roc:dul~~ ooc~rr to syntb@iro lhf.!' p?p-ttdt 
rnoie:rf (JI' rn:yo.7ttt.Jbilin. T.tJ~~.::t N-tertn~nJ.l rnntr ifu-ncrbnJ.l pan of' 
nn>:A •he .. , S!tol\R oomology 1\'itb farry •ci.:! and poiylcdid• 
Sj'flth•-

The proJtK!im of sutf&tiJt ls •ctivrui'ld !y a r;,gulalûty"f&­
r<?m üJU:pl(~j re;' t.1ro a,(:.r,::utnulm:ion of ç .. 2:U-derived e:x1racd! ular 
&gnalt li! thf &nd of e.t-p::o~Httial growrh (J), w.tld~ imri.o syn­
tl1~ Jt~ iodozed duting tb~ sm: boaty pbM.t- tH; f. 

Of the bi':\bgic..a.1 tonuo.l JJwt-nJriv~) {•;)-cbl!Ulkal p-~k:i.des 
us\<d tGt :rodudng rfatu dffi1~ r.Jl.i:' app!~atiüt) of no-npattr ..... 
.~~nk &ü~l bJ(ktÎil living iu aM.(Xi.itkm w1th p1atl.t "fOl)b :6pran-
1Mng, T roa.tuNm witb t.J:.l1'j.i' l::BniJ>tk.ial orga.nBJW wa.s: in ru~ny 
c.a.stS J:swdar0d wi rh P?-dl).;:.ed pkun d~a~ ID grœnlr~ooe and 
t\?Jd ùX"pê!ctitnt::nt:L 11"lew h.&.f1MÜ CJt1 JJI m,goni"l€' f1ln*al p~ltht")­

g.e-ns t<y (ùmpl}t iag for nicb~ il nd nurr:tl:oenu, by pn.:ducin~ 
1ow-mr4.te-ub.:t~"Yreighr fu ngito:xic- -compouad~ aa.d t:XUJ("e<l! id u 
tytir ~n.eyfi:tes:. .a.nd, m<-H'i' i:ndi.-mn:-:rly., t1J s~imulario# th0 ctefe-n­
siv.;; Œfddtili-$ üf the bœt pJam ~tOr 26, 30, 3:5) On lfk' bas1s ~:4 
t:ll~ wid(< dtter&ity of fi(JWB"fft.ll antifunqJI n~tJl'.tohlt~ tblt .;::J,n 
l"i€ eynthesi:~f"d by B ~b#ltt. s:nains, ·it Wl:l.S Stt@,€i?M.0d tha:I <Hl­
tibioti( ptüdœüon by tbi!w ru:ain3 plays il rudjot t:'..'<k· in ptu1t 
di~ar,.;< (4, 32, 35., 38)- Tb~81? tmn.ub wtot-2 hj-

·ç~;.)ttéd. w ft)r cDm:tolHng ruan-y ph.rH (::<t' ih.dt di~-
.a.a.9f.•s cause.d by St.:tifuorrJJ, D:("ti1L or pc:a:ha."t"Vi<M pa!hl)_genr. ( ..!, 
Z~-, 35. 37, 39), Sorn.t of tb€32: straim• are cmron!lJ us?d in 



LBCLFRE ET AL 

B 

Il 
Il v 

PlG. L R~f4.11~'\tTJl:i?-.S . .%lé Ô A 1\:C 6,6'}; ci ~ odginal P ~ prom•::okr ~- th~ P <nf-....,_ro cu~n,te u~ n.g homo!ogodl> ~oo:~bin,atk<n. OOti(<{~ 
s-mvmk DNA (•f tb't"ii<t.r~ifl a~ ~id pkfi.mld pBGtC6. ~AJ R~t~îtko oJ hoo:;jk<$0M~ UW>:lu~ hültd j,il <iflf!f ~~ ~ 
pOp ~t'k' 1 o:.xllng. fo:.~c >1 ~ni•:illin-biodk~ prot~ul locare,j' Mp>tJ:emn of tk- m;--m~~.tbûlin ~ron ljo.r .. -..~""'ni~n•:"l', tb~ Pt""P" 
in tbh (o:@'Ofl 18i<lt.dt<û-;.oat:e(j rpbp~l <lod (lü im-m~-d~w~- &.~w•n&lOOI'fl .;._tf~ pi>: ~ pl·omcœ-r !Gi~l~~f<YtFt Füur 
~*i_~·C. <•.:>rHtitui-t:' tb"" IDJ't'<miJhiltn .;.f."'''.i'ç'n and>.:-<::~ fur a m~io~1 .:;;-;~ruy.mo: A n~'1~t"":yl~ :tmod ilirff 

o...'-'d.lns k>t: i:ln u nkn..'W.-n fun:ct~n; Pn?t~.t, r<~;~~';,;~·~t,:~~:J~~'t~~~:;' t~~;::,t ~~'Ii~/fJ~:::~·";t pUBU(i! tS:~ An JHk-H'i'ik ir'.d!>:~i>?~ ilici.ibi:' n~'IJ.'HM~ ai 
..... 'bt.Ûf.~ j'or thot szu·3nli•: DNA ·:·f tho;: s:.'IHil'liO:<tb"~ing hoowl%·.Y~~ 'fô~O-ml::iooti.:;.n (~rtet::'lted ~· tbt i.Mbilily .;.hl pLIC!9lO r~plk,;at.;; in !!at.."'i!h4!J *'PP-· 
t>::.~tt,.H-u-itb ~ wk<t~'f:' pr.~~llt""(' f-oc r>?X.-t~t,an-:.:o to .rg.;.my..:;:m}.. T~ my• ... "<.."WlJt:'f;ilin ~wn ·;;~11W ~f t-oolrnl cl tb.:: P~r:· ;;:au;oo.tJr;(JÜ~r~ pr~J;(<r, 

CùtrtotttdallJ' li.V-.titat-te b~Xüflltt::d ptodth.'ts ~.J. H~·8wr, <:)Usiy ro ~ HtL"Qlg a.nd fün!iltnniw in 11 &~M~~s i3E·) C~tnwth 

and 1tp.;pepthle p-ttujl.Ji}ti~,.'!fl. t9 the âer-f•v.!JÛ''i€' V<(-'ti' rom_pa.rod tü 

g,rqP'th J.nd .1~)F(:1"tktoa pte~ uctlcx.1 by dte wlld ~pi? ~lüd the 
&ntirn h:.t"Jt.l-.!1 ood hvm·::::iyt1~ acrfvit:~s c4 t.be d8fivariv0 atld Ih-2 
wiM [ype wer--t aix.'• ().m1pa.re<t Thil 8ff~l of t'.rttty C(lll\'tpti)dth.:­

lk·o of it~;::(::~.tt'~tit~n i:n r:tw M::o)flttr:IJ (;i dampi~'4;df c..ai.-R'd ry 
~thiu~n àpLH~;iitmJ'M/um .in r.omar.o ~1Hng;swtŒ al:;..) ~Y~:afJl.at~l 

rJJD$.l a:v:tWs hav-e k~uwd t;.'iTimatily •:>11 ttw ·~'-~f .J1wl'i:K1 

u;ÜU(Jbn, and lt'tt.•('hJn.Bn"i' of $.l!J.ltti'%iün in sofl hi!\o'0 not 
Nt-u ,as e.xœrts.iv ... ')ty inva-tgared, 

In rbis ~uây, thë tladw pwmae.r of the: ft:ry'(t:~Jbtil to •)f'?i'Oft 

[t;:;:n R S<fbl:ilis ATCC M3.~ was Npla•:<!d by tb~ P .• 'Y'. prom~H 

fFCUl StllpllylrKK>OŒI pllll\IIliil pUB llO, wniéil wa> &IK&'n fl"'''i-

fki('lt.M:I,a! ocrai:t:w 
F.sdt«k:Jriœ cofl DH5a: 

Baâlw xrblilit. ATO: «J:H 
B. ra,w~ra U.PG 100 
Jif"#~~&a ch-w<œlihm::.i 3~3'' 
MiL'-'TOCUC~..W!mei':U 
P.~~.u~.>a.'ir ":'NtK~ 

runsi 
Eu~~ ca.~ 
Fa~~.tl 
'P;.'<'ft; . .Mi ~P'""'d'"'''"'""' 

Yc--iH~ 
P~it41~.~m-:;; 
5iA"dldrnJ-~}<:!t5 C..."!'Wt·~K 

P1l1Ullld? 
pVC19 

pllGW! 
plJGHr2 
pPGUl-' 
pll!if\T5ùl 
plJG!O• 

~Zi.M1~5 r-c.:.-11 cûd."i; @M1C>ôûti.-; .lt .. wl.Rl7 t:rr' mt-" 1 !i<i1.;;.un4:..ii 
JNJR !litaciY-i->RgFlUl&;:1_clt.g1 

Pn .. 4l!<..~ n.-p.;.·.._.,;.'_!~ubtihn. %<:Jd-lo::titt, t<ul.::i..lhn. r.1Jhtih~;itt. dfl.J rh.iJ..,x·th::i.ru 
ATCC o&.61i '*1::r~-i.it:fi''\"' >.:f!."erpr<><doc.tn..g fi'î7'-'t."<."'~Wbii1 1n., Nmr 

1#{!kJ typ(' 
Wlhl typ<!' 
WHd ~'f'~ 

~1Jd r.yp~ 
Wild typJ;-

0.5-kt:> _ià~.F VCR Üil,!Ui'ltmt :i:ns>:!tt«< intD pUC19, Apr 
(-.., ~-l::to J>b'-' K:R ira.utenl htbtrted int..;:; eUC11, .Ap-r 
O~S-kh Sà11-Eoo Rl )tmF f.mtgment frt"m pfiG J(Ji i~:rtl!'d int•) pl3G1Ct2, .4pr 
pü!:t.1..î--:-at1')-'ine t~ .Pn~.: pr-:-r.n.Ott<[ .and>"l-f'<;$ ;cre from p:I.)9Uf.\ Nmr 
P O!ll"r.-'....,·'""'0 fr~mt-nt in~odt«i i nto p.BG1Œ, Apr 'Nn:i 
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Tlü~ m1~ u ~ 

121b~lcdr 
12 

Lah 1~todt 
L'lb :5i1«k 
26 

l<3~:.lil.Oà_ 
I.Jb ::>kd;, 

l'bw lil>ghnd BkAh>~ 
l:l~~rt<.·,MA 

Thi<>m~~· 
Thb . 
Thi~, 
j;'i 

Thi~ ~tucy 



M.!.TEruA.l.8 AN!! MDH€JDS 

Bao!U:b:J N:rnlil5. p1.œmbk, fil 'id ~b ~lndltJtCU, n1e ffil'f'IH'd~l1hm.~ ~mi 
pi.:mn"i1~ l~ Ill lhl:!: Wl11'f He lbH~ ill T.lbl~ 1. S. v...N;J;~ ~~ rni1~'1!<!'tè g'l'(fM1 lH 

,:.\IT Ïl Cilli~fLiUltl.}'Il'!!CdiiJJI t:l:-.ï) Ct W{-d.Um~i.~{fi.?:.Olmà.Wfi:UXOH:''I:J.WU 

cultu~l! u Ff.:frl Lulfa.Jkrtml U.l1i mto.!I:Urn ~l:f'f'l.mlentcd, ..Wc.n reqlfr«. 
wtm tiD UJ(flfbg ;uJiillmiuo: arr.pdllin rso ,.~ mr 1

; S!Jim., 2t. !.oU!>., M(fJ. 
œu~ln r;n ,..g m-1: S':r<<~. J·ki;Jctbf:rg. Cknnurn iiOC ~ rt<~dn 1 .:!!< ~ 
mJ- 1; ~·gm.n. 11'k' ~~utmJm>wi.:f~ ~..,..,..n at1li.T fo m>X1um :~t:-.1 (l :~. a001 tK> 
tUll~l5tmiruwew ~lJtuW itl.UC:'oo P,."1.::liOdqxl.t~ ~ar (Bi.;.bt n·~«n.U., 
a:m-."Jt><. rr-au..;;;::,. 

~li!rnlar lft)-!ltJ JU'OI.");it1Uru. To:nal gawmk t:t-JA W:J~ wr,;;;~~:.<tlj: from .fi . 
• "<aAWo.-.: A"fC('. f26..'U ;mi ft.!t!.ikd U5lffi. ~IL~ t[~ 1~t1 l(\-"'o!'lhCf 1\ith t:.be 
c<WJ"t1:f'Oad.ras hufke; purt:I'H~ m:.m QI.\tîHf (lHJ,j-;:o, fiermmy). Pbunli! 

DNAs 'll'refefttp:ur~:::. fran E. cui'i t151Jll dtb:r Mlnlpre-p ~ur M.Wptt<p tu~ 
1\)lAGEN"t. Sn~r.a:flg fM tryPtid ptnati!S in Hltoœ; E. ""'"-.; trnml~muna w~~ 
OOœ ~, lilc '·tdUr~"' pro-.:t.•.!urc i)f Hdmt$ ilnd (:)Ji~~· ( 1.3). Rt" t'®lh.l.ft.'tl 
œd:l)ith.1M~ ~atiMi.llgatiùfL ~tiC 1 mnfol'fllmioo of E. ro~ tr; CK..J_: tbelmi:il 
$hl.11i'1<-"é IJ~{,;fiiJ<Jn!!lfl! pK~~ dUres [J.l). 'Y.~Wnfi~ATCÇ·ri-t~':JJWI~ IIDW.bHrn\1: 

try doctrcp)ntfM1 11r.11tg 1he .att-r~ ct I:~rui!> and. !i:!t:d t}.t'~ 

h)f ~$!lftrt01 ut" tb: f'UC J'Ut-fttl!'d pu.mU d.OO.îCMif.rl 1.0 pK{fl•Hef t:t. 
o::hilll~ try b:mol.~nw:ro:;x,mtlnilk:C ln B..'IJO.~&. thef~Y*~m!JY>i.F fr.l!WOOJJ 
~re gooér.tto.--..J ~- N.-'R u~i~ Yù.J p:i~e:r:re>.e ~Awonr h\.1tt (»b'!er!~ I'Mvn.. 
IH'!;ll, C?l.l'U!-.l·~. 'Th!: prfme5 '1.-"t-k- •~df@.,~i1 ~!' !HlJ% the pt\'1'~1-:twiy f'UUI~b>~,J 
~queoc~ dl~ lllJ'=<N!bdlln Cif<'.t'nll oon mraln A1\X OO?.J IJ'1bl\k<d nu.: t';_.. 
flilt- oc..;~t;ü ll{I .. /~;FJ~·! ~')i, l'Œ L"tl«M"n!t pàrrRn;were ~: (IJ f{IFJ't):\ 
rn.rw-~ffl. pdmu :'1'~1TA(JA . .<\OA{;c.-\"f(X'A.f.A.AA'Jt.l.r ~IID mdotfliœC mt. 
(ll.:!d Sph[~lt"\IJ·<ls~œmted ~ ruM~utlo)fl d the 1~\.."ilYI~fntwhhœ trfH!:) 
illld ~rn>! p-rirr.t:::f ~·.(:t:CTI:-c:AA.TCTîTTCG..i:.A0:!-3'; >:nd ~Il) rcr J~F, 

forward fUtÎllN 'fi.'.ClN.:ATGTATCC~AlîATIG-3' t).~ wru:-r!Jmd 
ill ltllhta:l Y.h.l :atk Wifi ~Ot1'1Wd ~ :1lbHIIJJ!l(lü Cf !be: l'lW ~ln Nlj~fl:l;.;­
lwe) aM ~'*"oo pftm(f ~'.A TCO--:to::A lTCAGCAlCfC-:J'). 'Ille P::-'Rçor;.. 
t:HiitJ-Œ(:YœWilirl ~o.ran Vfu'~l i!em.rut:atit:~n9epa.•:.6'C fur Jmln,fd.l~d~· 3Q 

9de ofW!t~t ~~S"'C. :li~~ 45"C, i:lil! JI.) Ht "JffC Tb.~ fiœl~!etNünuepwu 
u 7(f'C t•r 1 m.ifi. 
TI1~ fM;lf:iCR~~œrnlW.;;~I~W>!~ pl.l.dll~froml-=:1 ~an:è'k get>m11;JJ 

QIAq.tlck th (QM.t:1EJi), tffM:IW: ?l'lib protdn~ K î50 f<€ ml ~t 1 1\i.r 1 b iH 
J:!"C. <1fki :iili~t~J.ed 10 ù-qn\1t:elntmu:Cm miflt! a flH.'i1ul .. ::t11ürofonn p«.x.eê.lre .. 

Tnt .fwtF h'lt.!JtHSH was X:baf ilîld .Iti-pEl &Jullie •1l!;oi$1~th:o~ kll t~:•i!U.X:dba'Wt('fl 
lh~XOOI itlld.Xma! ~lta>•7irpUC'I!<!to•lN.Jlnj"OCtiOl. Afl~rSpblar.~d Mphll011 
OOifu ~nion, lb!:: ftp fra~mtn W'iifi lr.t"î;lttd ln!.:. Sphl iti:id f;tJ ~le; nf 
pUCT"), gœ~!Ul~ p00102. 11tcn, aMr Eç(Jf;u :ill!! 5.1!1 otool'Jki ojjp.loo. rh:<­
fa-Fffii~nrm w.s liU.n& at Lh><' COI'Ti3Jr .... m!II(l ~~~~ Q"f p.D":i lff2. 1'Œ! fj$uJtlrç. 
.:.:·~ftK:IWU i±-~f@.ruted pP..Cîlffl Al'tU XNl ~l'~tl,:.n !bt:- P ~~>tVl fl'illf!!:~nl 
~11~ at.~>X:R-é lfo.-."111 p.DHST:'i(ll ( 15:• ,llH! ~n..t'd· liHQ lht.' XWJ ~-~ d p.Ilo(.iJm. 
Til); ~"t:lllS!RI-.1, t.lê:Sispl.:fl~~p&."i 1Cl6 fR,_'} .!),"''<~~ Ul~n tœo!U:!-Il'llfMVIm tl /l>it:%?ü 
A Tet 6k'U, 11didt WJ.~ çtm$..-,;.t u11 La .J~ coombî~ ll(<f'"~ln N ~leo;1 rerum­
biwan~ ;:u1è ltl:l..t:owd ;n :n··c. 

UJ»J»fU't pur1ft6Uioo awl ldntllkmlm~. Cultl!f"re '.\'<t!R- œmrifug.o;;:!: n-E 
15f.O) N br l h n ""-"C~ r-or lipr.;rc-ptli:re exlrncl:î•)n, l.ml n.mp~~ ~..,r mr•::-ma­
tad::> 'Ne tt purltkd o:ill Cu Milli-C1ttii1Ca ltfi~~iAIUoch. C.!o!!."lftdt!, 11...) UY.:d 

ii(>.Wdl~ 1"(! the f!X1:llllm:t~lio.ru MIlle :rupp!Mr. Llpo:f~<:fltf~~ wtte ~IIJ.•:td 
xl1b s ml d txtru ~•haMl Jhi($l~rbl'm.loce l!qu.tf ct!K.w.a.~p.hy gra~; 
AenE Ofg~lin:, Gœl, B>:Çhm(l. -nu~· eXEra::l. Will< !fdf.rl • .111d. t11e re<hl:tf1' ·~~~ 
ill:;:UJt'red ill lllClhaMI (Xt..i ~.1 t>i.'fi)re iJljj~S ~hi~~po:!fblm'tOCt"Uqu.t' cttfo). 

rnJL"i..~ftt'tl!f Wlf18 i:i Cu ('~Umfl r-:5 ..,..m: :50 IYf :4.6 ftlll: V\'l)AC 21~ lV; 
\-TDAC, H~ria, Ck!. Eildt ra:olly •:lf UJi'l~ptit~ wu ropar.mlly ;;u,a~!! 
wlltitbc h .. "'>!t•Hili!.k'-"\\:'ll"f.tr-lnnu"KQJ;o.otlc. a: lê Hlffcm :q'M.em ~);~.Q:(l5 (~.'\~1,' 
'll(dl m» OO:Hl:f)5 f'i'üL~"!.::V~«•II for IW:tlm ru.:I Wf'fmitu, t't"lil~tttdy). Simple, 
{!Jl ~.IW>:tr>:!' inP"It;:L afklo)m_r.-..1lJfi...~Wére~lwd a1 a llllW rm~ct 1 ml m1n·· 1

. 

PurUed 1) ullre; <lfit mrb::tlru W~"l'i' f.ll.ll'(ln~if ffcm ~i'ynl ~ SL LMiR MO~ "lhè 

ret~ll b:i urre J'Œ ~o;. ... ,M o»ri"fïut\~ or uv~-r!nlir;; ;[pxtra tw'a:zn PDA '»! 
pb:t.odl•.:~,-. .n~ oi:;Locwr; Mllloolurn ~.fur-ar~'') o:ot ~adt ~ù: we.re ŒOO: m 
!>Z~Illl~' t.he e!u.~d moh:uk~. 
HpO~fHiOO enm:~ ~l'f Wfrl1e.riia.id~'·.m:! 1:f rruuit-1~t=.«=!ll~f i:kf.:tlfJXioo 

lV"t"t':tathtfl. ... .fiJH:' (Jf IIJ....I$11 tJ.t.1:W ~f«IJ'>..::!IDi"?try" !'M,'\>1. A UI.Ufll~d ID!iJt::tl (If 
#..O.."j.3f1!).4-~'\!fv.J.J~dnm.mt: u:fct wx preparer! ln a :u (~'\i.~"llt) ;l.(!!inliHl o:f 

CH;(..'!-! md" .thO mntaûll~ ù.l% llfflwroa~..."'.!"ll: ,xht Ttre œUŒIIllre rupn­
rutam "W":l.'S dlml:11 HJ-k."td wH rm «"'-7a:t•:.41~.Jr\.~~~~umif ;u;i.l.!:-.al ~~.: 
ocfuu'o:tll. îbm (~5 ;J Qr ltll~ a'itnioon wi.ft. •àp:tt;ki.'rl ·~fl l.lr ta~l. M~01rurerœm 
W-.'1% _pt'rblmft! wt'llg ii UV llm:=-r 110::-::;toFp IDfl-l:itœ Of fi"f!l:t. ~ ~~lfOilll'ltf 
(9ruMr l.lln~ne: Jj;jJ; ~u~r I:UII(ttlfr.'l-.1 ~f.1Jpf'1C: wtlh :;~ pulred nl1 ~ér.l t:ud' f,i 

232 

,. ..B1 rrn~. ThC:<Hi=ftj.l:C'f"\IJ<fi œ«::u il.n ~lerum ~\llti:lg_c\:tZOtV. s.:tm~e:. 

w~ ~>n~red in Ill~ N'Il: a ro.n flleld.c. 
J:miU:tÙIUI f*f i;Jftl ~lfi:trJ..-.,.Hl n•11 11§~ ~ttttld~ !>U~ilHUUIL~ rr<:inï .t.t 

~r~J'li cUwre:: OOuJnOC Iran lfilf'f~JW ~db WiSe f11~r :'H~rl.lh'd """hb 0.1:-.,..m. 
po.........: .mc m~mhnne- >Jnd t.«tned or D:~ tf't'lllt:>! J..;,r 1 Il w J7t: wlth pr'!Jl:en~ 
lry~ xrv; tn;J ':•)ll.:~mrniœ, HJ ~ m-~: sgru1 w œmrallm mtttlln illli 
mtuJ!c:«inra:tMlle.:. 

ADIIrr.lcrott"Ol! ôX'II~11it'<=> (If Ui~mamll Uffifl~ rl":m ix:UI Wi)jNI'fr: atd ITIOé­
l.l~ nmku wçre ~.mtd try" p.b1.:: ltoa~s. 'lb~ baaJJfbJ ii1d ~~I:><~mim 1.0 lx> 
~!(.,;! '10ft ftJ'!.:WrJ 111 H~ tth'1!f!lm .Jr•! &;'?. tnl:'rliUIII, ~~lilid~·. 0'Nftll~ll 
t.œ!f;l'i~l..:ll1tu.re, i2 ml··~~'* .Jiutèd!to··:tl andfll•:.:utJI.eoi m t~;..;.dtru ~ m! 
ooto LB ~dlllll f.bl(:3.. Tho:: ~»..:~ lîqlill wn rer.trJf'"OO, mC. ~Il~ plnt.._; '"-A-Y.!C\' 
alk.'nn!t! m ct) tmd« ii lantnu ~br( h(t(.-1 kT lJ mn. tu la§ P"rrMmOC -.,-. h 
pat a. min.""- ml ct ruift~(•r.: >lt.J rmd!um tf! t'~ .... <1gu) .;,l;!lliJif11fi8 1•.10 Î"-1 o:>f' 
61u~.t1! cdl rus~m~•u i,W ··l 1 wr:.ro ~reid ..;mw .s;;3- ruaHum pl otes. w rot tl 
~~~ ::,r.m .. ~ f«llo:.o~';•frupt!rl"UWII ~t11~%W.:tf>!" J•:'f•:filt.'l.l!rJ Ji').miJ .... !.H.nim~t 

-wb (f'Cn~,j rn i.b:! J.<.dldtikol mOCla w.ll~ :!'l!"!rUe ~~ mbet 1lu~ çin® ~re 
n~'l!l:m~~ n ru.tr.r .:rrc •Y TIT ~~~Œktg ,;.n lhr:- i!tmin ~~~jJ. A ttmlar 
lœtb:Jd ~ W=:'d: W lf.!:'a ru~fflr.'Uinl Umflb klf tbdf ~lllfur~.l i:l(}f\'ùia 
~lm 111ilm.entcn:; fwgt My.x<li:d pltçr ,·s rnm1 ';\~N' OOpfdt& rn 1he tx!H•:r ~"i 
1b::- plues a1: eqwl dtuoca ftt.,"lll lht:: "\IJ\::lh Tt~ pbto wt:re IIDJbi«:d u ~WC, 
Jf'lo"..t inhllttkfil:O~ ~~ lllYiUUf'OC. Jfl('f l 1'0 ::1 œ .. -s. Tt• «~>akum• Lil:l œm;NfJ," 
::t.:IMu·e; or rb~ 11ifb~S mp::om;mnu::. )JI).~ ru:np.i~ wœ!:! fifipt.'!~d iilW "~U:• 
rm:&- n l:>.l'lw1~gar pJ1UdJ"M'lh5';,. ,J;;:t1Mna:E~11m~~rbk .. .'l&, F.Ju,~U.<!, l..i!$ uu~, 
Fnttm 1. Hoot()~lk <t:ttlil!fW<U \Û'Ui1Îk(-é ny ~'CI(!Jfllf.ilt oJii(loMf Wl<! ;:u·oooc 
tre ~lb ~.rtoer i:no:.:U::t~tk41 ïJ 'Tt':. ln .:1ll ~. t"f<'l r1ilpH.:al<i' pUl~ 1W"t'e U5e'd for 
eii.dl ~.u;1.t"11 oo ood:l m~"tliu.m. ;u)j 100 >!~.:p;-:ri~fl. w:a~ f<'jl~.:uoc O::O::""-

D<m!rmtmu.tca t;.( MX', ~ttll Mlf-dftu~'fli o::f llllt.>Mtt>llltt<.""éo::U:tu~e:;~r~ 
ruun~. CU.fHilni~ k:D...""l"Ml CiHE~mm.®œ.; o;.f rny.:x®l:ItiJiL "\IJ't•ro Pl\"l"l.reo::l Lf' 10 
t=!.C"CI\ mm 8tJ 1œl!lwL Afl~rllll:t.·UmJI)fi'MiJI lf(i ~lor a.Olutro.~-r'~"ft 
rny;a;c~-.)iœO:UIJUJY.? l>il:oo.t tlfœlli iU ··tJ. tht:! 1;:'!1:1 ttb:.''.;~qtN,Ht.o btllbll~Ù il 
~)"Y,_:',~ MIC 1tot> OO~tnillOO bJ tift~ lno a.."+..'\.'Vlll the hl!{btr ,tilltk..'ll lit 
whlch ü!J grtrMbo"fth~ l.f.S.Ot!PDfinw:n <;-"i.f;lti~. 

Blu:oonoo ~p l'!lklltmrun. Fi.if fJI'f.'p<lffllio-n ùf .1 tuter!.ll i'll(.-.:t!lu:n, Al· 
ct.':.is;, f;"trui.nr"ll-"<?f!' .!J'("1.11 u :~:re tM un rn L..JIE:',' IDJ!'dium ~:'1.-lb::wt'ft h.lF<lmW 
~ œmHri.@~U"«l i ~;').01(1 2 h1t Hl m'tt. a.nd Îll!ei œli p-:l!o;t wœ:. w&1Jt.'I.J rwtc(l 
'Mth :=at•f'llc: ':'aline Willt-f ~(• . .;l5X" Nl(.1J. Ve.g~mlt~ o:::d.l ~.ap:-ruioœ; 1\~ro rblt."n 
o111UIM in oMrtoàlJ.at"n t:h~ o!;;~~J~dhu.,.ertt! .. _...:'ifl(:i'!"tiMII<•nf~·..- ~J 1rea1tœt1.. 

11u.~ udEJD of lbc run.~l pnlr~n P. 'V't&.Wè:~n:lMit.~j, mJJmooaoo~ of thl< 
orgamm, atl<i prqxtrmlvn d w•,pemitHb wa!: i.n Ltu: t;.l.t;:tm~ bit~~ br..ii"n ~t;. 
W'i~d. rre"'l"'1f4T ~~·~ 

lit 1t1~ dlmpl~.un l~, l• .. :maw ~~ U-!·""f>{)!'Jil:fu' t'x.~ .. bi.w:-! L C'f. 

Mt!'"t~il~ iR~ Mardl~l W>?M ~FIIilut~!llll J fl~l ~UtfStr.Jil\i 1EI'l!l SUM.f.liC 
(îtnbH .& c~,. KG, (J«.o~>:tff, Gennn:ry), f~f.('-ITI:'.! 1•..""<1:-..~t:w l~ ·~I." Pt.br Il'• 
m11'k1Jb ":\4.-.e!l>i ,. .... ..,re mmoo 1.11ru:: um~ (5 m:n ~~dlJwllt.l ~rlffik dnilko:.!·~,.,l,~r 
m'lit ~~:Qtel! fM 10 rr1r1 inl.hcarproprlm~ t"«"œrii:iltœr~mh:Hl<t aroJo:~ttrntl..,n 
or ~fP~JXiJJDidJ 4 ! •"~ cru ml" 1 9t fn Nf)(...1 !:Ut"~· l.u 1 ~ carn •:lf tunml 
~~B"'- ln I!'• ..... ~Pf (...:tj"ltrlmttit, !00 ~~'»WNt- u~W: for ~tl lrt;<tmtnt. 'Ilu .. :%«'"~ 
wer.: ~11 ln U ~ f.U91.: m.1~1 t"OIIIttflfngoct1 pl'f'"t"kxi~IJ fnfoctut'\Vll tl P.~~.;,~·~ 
.i~'>W:I tif m!X.tlg Wllb >1. ~Wfli'lUUf d ~-elbl tfJ@_Irun& The l1ütl <::"VIl:'OO~ 
l&!l,.•n (!fLID f:UI~nül Lm mmrn~ brf1art ~I'!.YMh~-;u 1d r~.ut..,.. ~ 
'dry wd.~lt of a"il··t. l'ID wtl'R- locld:UI® rn :a f!lfY . .f~'lh ctina: :".J.<I LD 
~ml:n.<~!n 1h~ ltmp;l'Œl.lf~ at u Ç(~ rebtt>~ hmJJdiiJ wllb a pb..:t.O:f.:>ri~lé 
of 1t• h. ~(-.ilift,g cmtrgt<occ 'lliW re~-,;.Wed >lll>!r 1:;: ~, md !tl~ numœr .... f 
~!!by [imtku 'M"n OO!l\Xfred w the nunt.o:t .,r f-«'Œi. 

f<mmueti~11 üf tl!• llBGHt<' lliUtsar by aJl•H<. •x<hng<, 
~'letal fta11S6)tmadon <t:t:lfet1fll011t~. witb B lubtitis ATCC 
ey6_Hand p.:BK..J,li)S 100 w lsoL.a1.ioo of 1;.; Nmrcotcuk·& GenornK: 
DNA of th&~~ ~_~h)il€'§ -tud Lhe w11d-typl;'! s.:mkt ~oo ]Xl tffwd. 
Dtren ot::......~ .. r~ratJ'-~1 (<{ tbt:' rœtrétù::tll eodonu.:k•l:'i.t:< (HindTIJ 
aod J\tl) profiJe;; did n0r rt!veal iiiJY cnaJo:rdiffetNWB fda.t.t oc"J 
shown }, P.n-{:d:::t.tdne::rH of ttt2 rum.lfai p:tt)fff'o:f2f· t:,: tbe o).:îl$Ùtüft 

ÜVt< pp:q-n·;)œ.t_ :t~~·tr lS..VX-i,UI);d !lfffb ~ti~ lJ~~~ &\'flB Wât -dOOlOO­

str ... m .. »d try- PCR at..nplitkati)fi cd g~r1.")mii.: DNA Wllb tba .ept.r 
forwatd a nd ~f'o$tlF t"o$Wffi~ prün~ts.. Fo1 <--lJt: of ÜlB dtffBrom 
(Obuie~ t~l?d_ a --~2.8-tb ft~al-:ot wat< obtaint>d insœad c:tf 
lh>f ,·~ t5~kt"• tragmen~ œra:ioo~ wl{h ~b<0 wild rype. ThB ('('<ffi'-



T .A.Bt.E : Bbnl@m <:!U.d hpt~ti::k p-w6J,::::ti.::.1 ey tll>f' •Hd-tw~ 
.4.ToCC MlJ ~tt'ijiu ;:m.d t'lw IIDfJKO OOr.ft<.;;n:P:~ .l(t>!t 12 b of g,r<.,~lr 

B.k>m~ 
(g •l.-:r-·•·, 

WlW f!lY" rn fu,k .3..2! ~fü]cl 
B.Bühh m- fl~d:: l JS' {(t-!41 

WiW t;-pe- in tt.;~~t>~t 3:_25 tü3$t 
BOOlUtJin btorelKlt:>l 4-.tS{V~J 

_tfp<;j~pjjfk ~J.ti))IJ 
(riÇ_Iil~r"- 1 i 

4.J5CU! 
&S(·~'- :--, 

Surh:1ln 

lS i_AJ~ 
JUOA-) 

"'Tl~ ~·aiU>:!:i!i are~ flo..-m LWOo';!C((!fi~fli- :<~OC !ID V>ll~ Ill ~nlha;e; 
ue :t~.mœro !M'liniom. 

s:roodit1,g ll).::difit·J1 :Htiilto ... d~signat~J BOO HO., --w4s totn-pJte-d 
w thi' wi:U t~ für tbe l.ipo~pd.d~ f'•f()l:JiJUJü1 k'\'111 .~.ftd bk~­
lctiJ;aJ acnt>itt€1<. 

t\if\)J~111HUin ~JVerprorJu.rttbn ~ mu:;t(~t. Myc-c~uf:<.tdtft Pl\.'""t-­
doction w;;,t;; m•.-XÜIO!(•d upon yuwth: (~ftütll 8tf:.t lil:-i< if-t lJ,!ti tated 
Erleomey('t ft,aAcs a.nd 3·ht~r hbtead<'"rtS kr.r 3 day~ (Tlt>k! 2) 
Aithotl#l dt0 a:te:.llutû 1evds of tiJY~.::..-.:wblilin wt.'t0 d11f~fl-::>nt ln 
tl::ici> sbake fhW aod tb~? Dtor-e-Jtçtot:!t 1~- tQ L;;...fo1d .m~roase,;. 
wert ~Jtiwrrod Mt et 7::. b tfl the BBG 100 cu1tur-e rop11-rn-at-at1t 
nr:rler lhM t'MO d·Hferom g:,KIW!ti .;onditiüiN Gre~Ut"t p-Kdouion 
c>t my.::o,Ub!ilitl "''*" ol>9ttwd in tltt- fi••< witb BOO 1((! (cil& 
rngig of œUs) cAs az~cw-d~ sotücrfn ~ynth~~s was o-ot atf-tct<td 
hy oopla:~m.::nr of dlE' pt<>ft:K.\r.?f sillœ !he lew.h:; c~f ffl'{)t1unitu1 
t~y BBfJI((I and lbe witd ryp.0 wew. ûtnllJt und11:t büth gtü'lï<tb 
('Ondittvns, Th(! k-:w;;.'@t· Œ)il<:*..mttat km~ found t-n thü bio:ro.J:ao·r,; 
ttu:n tn Ul.e clt.ake ·fl.J.Sks we~ pKb.:tNy dœ to til$ low l.>nrstion 
r~n.J uœd. in tb~ t<iomEJCK)ts in '-~<i'"l' ro limir hquid l'xttaoiun 
t'Y k'-'aaü~, Thh ti!su1red in k1Wii2t t-"«Y;eu ua-nsf€t c~Jmpated w 
th•t in <h• ""'11-a;itat<Xl !bots >nil th Q; in a wduc.d ruk of 
p:rr>ducf.ion uf llpop:Jpüdes ~il.lo.Ji' illE? syntbe:.:.i~ .;,f tbef.>2 rnc4e­
cuilè:S if. .r~~.:ftitfw:.ty illftilmKed b'\1 ("JXJg>!tl: (16~ 

Thê Um~ mu~s vf th.; 0VtJturif,"11 of bkmass (-Dil~t f1tf8tùJo 

it'lld the pH~ .Juring th!(:o 72 h .;:::d grt-:AA1h tn th~ f61'fllOOlO:f'S V.'fi:ro 
a lw wuy 'bimitar- fur rbt? rwn ar-ain~. Typka1ty. a.;·~ifioubn of 
rte ü1i!Jiut1.1 W'.aB .:t.oorred durlng tbe +:arly e:q:uX~i:HÜI @l'lJWtb 
pbaw, and tb5 acid1&:êation 'kas du>t tl;. tOO -produ..:don l~f 

o<g>LlK a<i:l> !rom gJ u<ooc" This Wllt iollo""'d ey a o< lltmlua­
ti-tü ~lot<ft durfng dte- OO(Otld g,rctMb pba~ :rolamd tü ru& éüU·· 
:5-tJŒf'lk•n cdrhese a(·Msaad t'Y J ;s;light alMHnL":atli..m doi< rot'he 
u~ vf ~!umrok:' J.ciJ ffi a c;;a.tOOfl sttu tt{' cy Lhi· ceU8 ~dam DDt 
showm !r i; tbu> lil:.h' th>t BBGJOQ nad a physiok'\\iŒl t,-­
bavk..,r ~imilat f(, tha t of tf-x< vrl:ld tj'f* 

Analysi> cd li[''P"I''id• pr>:.;iu<liou dutim~ tbe fim B b o! 
,g::ttYwrh in tbi> -biüœ-anüt r-i'Vi'!aled Barly ~mtb.t~"sl~ of ntycot-Ob-­
üJio bv BBGlOü !Fig, ~t S@::lifica1H :ttllli.JUifLS ot myu)&lbtlHo 
WJ!t"t! tW.:a1uŒd aite:t- 4 h of incubatlœ ~twn rb~ H<Îh: 2ühH't:·-d 

tOO e.xpcmemt.at gr-tYMth pba.~. DŒpit~ a ~1:!11ihu IJIJ)fll~ lewJ, 
nryDJ~Ubillin pK-ducrtc-u tyy tbe wikl l'ffM wm; not ob%'1\-"tl-IJ 
dudag the; fi-œt 8 'h~ as 12'Zf-ro?U:<0d ~S-iu..-:~ the SflUll&.sb of rucb 
compou ndi. ir. knnwn to OC{..ùf on !y a1 l.ht~ OOgin11 ing nf rhe 
>t<ttior:my fÎ'""' ~ 

MattiX-â$ÎS:eJ ta:wt d~~-:.tptJOn Wt1t.mt:btl-t Îtnf.' of ftigbt 
Olfi. ~'llj{'lfttffiBtfy ;:Jfi.1l:f~lli of ~~\Jf€ptJj~ BlttOCU. albw.-:.sd 
idoouficatk"'*.n of j"MV!~rat homD-l("t)J".:'s of ~l.llfactim; a.nd myco­
sùbtilins pto1u•c.ld tryl!orb ruain>(FW- Ji, Signais atttibur<J to 
pmt(tn,necd fottn~ of myœGUDI.Wn ..1a-d- J<utfu....-ün .1nd theit Na-
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24 

?0 

~s 

'2 

.ff, 
4 

1rn:ubatlon time (h) 

f'f(j le E~tl!>' ~uv:- ,_::-.f ;y~tb Hobd ~ml::<ol.=n and 
pn;.j-w;ti-oü tt:pen ;;.~:mbo:,•b) oi !J, j~1 ATC'C t.o(o)~ 
900!0:) dcn::V,.·~f"Wi? .;1\j ma biorJ;-{Icfor 
&)Ùilm:, 

!Z 

10 

1l 
-J~ 
E 

f e 
§ 
"' 4 0 

•od K' t<Jdu<t' •t:or sum1uarir.;d in T •i'!k J_ 1-k,..,..r, MS 
f!<ilak:s ~11-f:'.n~d:ng hlgh0r int2Œifj~ W>?ffi d~rxocud 1n tb€, ~mtao 
frOU) BBCrlOl\ .l s'~tUi! JI m': l(f;t5.54 .,:.('ff@<f);'ftd&d to th(< 
M+K~ ion of th.e i::-~~ h:<)tlJ...')IIJ-gijil •,:d i.ll)"tù~lJbtilin, (l.ik1, n:.:>-tii' 
int.E:-P-2-süngty. rh~oo was a ~gnal atm/:: 1137 t.wh:kb -((rold n-:::-t 
t.;;, anribaled t.o knc:m-n t.--ms of !iiUr.fa.zdo or n:~v-rr:t;ubülin. 

ftl•·k~;kal attivi11@:S. B .. B(HOO l.frd lht: witd ot}'pt W(ft~ ~(\\.11-
pttroj (or rh~it amagon~tie f':t'l)pi<rtia:; ilfpill:H a wtde tJJl~ ~A 
mi..::ttY~rgaoisttlli. Su~rnat.anffi from k'th stJaint:. dtd nm inbtblr 
-rh<t .E cd.·, ctn1 Pw~.do:rm:.~<J-,"ffS 

,;::-.;::.n<~nu-arbn, \Vb.:ën t8Stl'd on 
A!ù.'nXt?>~~>.v~ lr-d-,~t.-.&S, ht:'!''JftVIi:'"lf., rh~ t'k'O S(J~)I):tfl.f!làllts #,Nli:::'f:lhXl 

~m1L.1r- ~mwtb inh1b1tt~-11 IC.t:lœ rhin o::nnpl>2'ti'ly d~~'Ç-ftar-ed 
t.lpf:O lf\'tttmt'ttt with type XfV, Whkh 11~-llHilli'ti<S. 

t\l.;;t<?r~xin .. Jiko::' By o:totta&t~ BBCltüO cuJrure rut~ r:-
n ... uam indu-œd gl\"v;nh ·inh~bitiœz,;mes. si~oitr atltlylatgët th,Hl 
rh~ ül::"5~M·-d tot rnv. w:itd-'YJX< Mf!Btü~ta.nt -wt:~en lt WJS. 
Ld<tctl flg~in~t tht'tt-€ t:ti:fl:<:!f)f!tl'tc•g_eflk fun,gi, &~:. cin~'il 
Fu.u:m~m -illl-d P. Jph<mitk'nn1iul-;n. a-nd I<wD ~NJ!<t~ 
i!it.kmt pfi.-Sk~1S and aY-t!vis-i.Nt 4:l, Proooa.M' truarmBm 
d the >Ujmrtatan tl\ •1WI>t1:; lh•s amifl111yt1 ao:tivirt 
ag.a1ns:t E :q.+~-o;fiiJATr?A'liuN< 

StrEJ dilurict1& of .:u1ruœ 9.l~m.:uams from both stralns 
VMN tk8ti;)J iw;kf*~>:Wody k.r tbtù tnhib~t~Jey- clkus c.n thif 
growtb of S ùtvMœ An Et_ghtfold~bigiler dttuü::>n of the 
BBG!((I MJprtt1J.Wll t rb.an ç,f 1he wild-ryp~ StJf"Wffi<lfZtlJ[ WU 

neœœa.rv W!:bEatll the MlCof ID\*(\\SU~Htffi .. [nbot.h.c<.Tht<S.:, r:hit 
MlCw•s.t~w·mi:~~>i'dt:•b«e·l'% U:.1~• Th<dJiotwnfimwd dut 
lhe .a-rnJgDtli~[ic .i('f-ffriry· agalm.t. f8ilSl of t\-..-:wb 9.t!)('f1latanŒ was 
0~UÜ4Ïty dt!e h.> tlty(C$dbtilillc 

\llben tliiMe-d fut lyrk activiry ;.n tdood {ütp-llY.:-Il-1~ t~ s:u-­
f\<è:'rtnw:at ûtHn BBCHüO yk<IJ&J ,grt.&Jf<f bto-JlW!ytk are&J' tban 

'"" :stttwrnawu of tne w>ld tj'p< (Fi!t 4t 
Jl'rotecritlil. i!igrlirt11 Pydûwm dnmpi.fl~_.,)a·~~f ltHJ:J-M tt~ !teedlin~, 

Bfo<:oo uoi a:nllys WHe mnduG~d wit.b th-0 Wntaro!f\h~itw?~ 



A 
PlG. ,1, .t-.h.U1&:...1~çtt_o~j hjo.~J ~~;•rptiou. Pniti!~im.-dm>e- .._.q lli@tt ~pe<:tra ·~~r bpop1~ptid<m:. pr~>il.l~ lry !1. tûht.IM·ATCC ti6SJ tA) <Utd BBl-:il(il(~ 

lB•-

pmhosys1001 w wmparo rh<' at"l i<y of Ynlct-cype main Arec 
th33 wltb tbiU iA BB(ll!)J fot t.:d»~Îr:tg S>bi'dli1\~ tnfoc1hm. As 
~bown i11 Tabl~t 5, pœttüllffil.•.'tlH cd H)Wlatf-.) ~ttd5 wltb Vi>g&tatW~ 
-cdh: nf rt:w witd-~ ~tra1n fail!J--d m b illt> any pror<t>ttiYW> ~ffec{ 
but appt.:<:JJ~·oo tD bv .:orrl'!K'Ï\'!2? ro diroa~ d.:<'.>'01opaH2nL Hüw­
~veL ia:<Ku1atk:t1 wi1h thé 1ipo~septide·O'l~tptt)dudu% dcliva­
[ive priot to rtaming (.Qd 1:0 i't.lh~lJJCt>-d Hirliing e1Ue~~nc~ tb a! 
wm; t:xrnàswoi:Jy c:b~tvOO îo font lod?pe ndem 21l:J?0rlnwntt., 
Wbii.? stJtJil.@ diff0tefiC('t; WtN ClbS?f"iùd jn dl~àk' U)t:.i-d&it.:.e_ 
\VIl&rbet th<!Y w~oo pNvknt::.Jy inocubl&d with tht' wikl-·type, 
wilh th• BEGWJ •min, <>rwirn no>~rain (h•>l!hy ocmrro1), rb~ 
gBttn-toattc:O rarts ot ooOOs in tbü a~etù? ot -pat.bc~Bn .jj,j om 
vary si,gnifi(:anUy and '11#?:re in Œost ~ œrweJS<n "Jl)% and 
'954'~ (TJ.bte 5). TIH ptol~>ftive élmCl of Bll(lJI)) 'k'ai. af&::t 
iJb...tstftUed LY;r an incœJ!l(' hl thE S:JB and vip:'!! of 0nwrgin~ 
p!,a.adNs .:.c-'fi~r-ect to the si:ro and vi~Jr of di2a2d n:muob ot 
pla111> imxu lsl"'J willl th• wild ryp.; ( F \\',- 5). ln Oi>ii '"f''"''"'­
r.a[i\p exr~rhtvm, thé mean 'ilil:Îtl~ f(~ rhe fres.h wei:gb1 uf tn­
divi:îual pl,ane (J>?ti~l pan. tutvestt'd aftBr lS days of int:vba-

TABI....E 3. Cakuhu.:~d .m;:m 
ivn~ ~~,u~oodin* tv bQ<m<.<hguc$ of Hn::l">:~d.in:i.:< and 

ll'RY•~..::;:ùhdlm5. tn cllltur(' &:~anos (l-.;:.m .EL tab#~ ATCt..'.' l)l);;J ,11:nd ~ 
BBiJ 1')) et.·w:.rpctOOuôn.g 00-r.~tft;·e 

Sud'Klln cii 
Sitrf;:sctn.C~ 
s~.n1:w..'i.i n c l'S 

Mft'.:~S>~M.illn c"1% 
My<.'oot!b-.tilin CH 
M'yc«>uhtdî.n Cll' 

liK~&S 
to:Ch-"7 
lOMb'? 

10575? 
1•171.5\l 
10056 

lù!O.fd 
1(1~4JiS 

1<•5&6~ 

t(dJ') l)l 

tüt.{l.toJ 
l(C~,65 
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rîon:1 was slgniflcrultij' ~.rvar>Jr toHowttlg 2~d rr>f:.latmf'nt witb 
ltiB BB~~}l(ü suain (0-~~ g/pia:(U) Ulan (t wa» fl'~t O{)tlbJ!Zletilt"~j 
plant:; ~(~31 g?pîant) or k~ piill"l[S icJJXiJb.tect ~idJ. wiM-t'lP~ 
s:niü ATCC 66~3 (ü.23 g;'ptam), 

HISCTSS!ON 

In this wmk:, W(! ~p1a(-0J t:be na t.We ptt:1'00tt~t of tb0' my.: ... -:-­
!::l.lbtUin opetr.)fl of Il :mbû!is ATCX.:: bK~J by a <:.-Dt1~üruüv~ 
ptc!fl10tet wbi'h ~)1f('tn$ th!:.Î replkat:kr.n g,en.e r~pF fttHn S. 
ar.m--~ plasnüd pUBUO. Thfi l?d to ~Jkn·k!fl c!f tlw BBGJüü 
ddiv:niv2. whkh had a 15-.fofd in~reat<~ ln rhe ŒJYi-CG®Iitin 
pHXhJ(tnn mt.:. Tt..: P,..f"'l _ptü(not~·t W?l5 p:t-e'V'~)l.Œly :repmtOO 

TABLE 4. Grv1:1.1h inbibh.PR <H1i'-·ll~ of ~upctœit~ftkj -~·btalflt'd 
'ftvm @rfOu.th ~ tho::> AT<.X: ~:B m.ld-typ~ ~ttaln iii:Kl 

th~ B:B<G j<J') OO~wt~ 

~Uf".'!rHi.mtllt 
Pr.;.t~ 

5UflNfilmll 
Prot~ 

tro.Jl<.<é ltx1.1WU 

E 
E 
P.~.,.. 
M m'k'i.IU -<-+'"'"' +++ 
B. .~wM +i- •+• +-+--+ 
F. eJXf'Sf'Ci"ilt~~~ +>- ++ +• 
r. iZ.pJ~t~~œM>t! 4,·- ++ + 
l'. ++ ++ 
:; 4{~ +>'- +•+ +++ 

.. ·ru~ nremlJor~œ ii.Of..l!Unttit. oclh11ywu rn1i..'td l:!illtE Wsbuflh(j â:œ« 
g_F07;1h flll[PH."JJ D..'"'(l~ rrurn lh~ '1<~1h ln wtt'ctJ mp~m.u;uu Ymrk.:~~ w..~re oo. 
~~il('l.!.t~o.'~lll'<"~~ l!r1.m sp!Wdll@ runr@l !ltf=dlum (:lf•~~l1 ,,:•)NI~'· ~. 1) mrn; 
-: ', 1 l(l..l.ran: ~.5to; mm"'"-, ~-;,,~.J 911111: -. w tm1 •Jrm.:.re. 



F1<.:~ . .L. Hemo~rtl:: xriloitit:o~ (of ~Upe'<.fn;)[lJ:t"--tii- o.Pf.;:i:&t:o.-d ~ft>!-! gtt•nl:h 
•:<! tM '<i'<ild-typ..- ::a-utin: in Ll'l~- u.~IU-10 {.:IJ or .~J mf."è:lullt !>: 1 ~~-.-a of 
~tr~in B001CO inl...wdy tn<OO.ium o:b) gr M.d m-tdium 1d;~ 

to iJUban.:-e Eh>i b~11-th€6is. of 1tut.iil A. a11odwr aotifuJJ,gJ.I 
li~pr.k1(' l}tnKtu-:raf~y-vBry ~tiniJat to 111}\:>.."XiJhfttiny or ,Jt)(HH 
rhtBefôld ln Ii fubtiliff Plll.! (36) 

\VIl$ü H~ll:Md a:srcin.gr dil'faront lxt.:tr&ti.!l~. Yi-"J~Œ.,a-«1 fungi~ thi· 
'"Pûft1aram o t tl:>i> w!ld-tj'i>' ~ tai.n shuwoo wry ~1 amago­
nistk aaiviry ooty ag_ain&r }tf b.-tu«s. This actlvir~: wbkh wJt 
il iro d~U-(ted with th.;, supematant of r~ fO::-<d i&d st.raio., C:Dln· 

plë10-lf dt&artJ-e:>-.. 'lti:d a~'":!tl ftt*t.roatnlS'flt with pt\JteasB. Ttws., 
rœ amd:>tJtk ani~ltty .:uuld be :::.tttl.btned w rome ptOti:~ 
~nsitttt: cütnpoun(t~ titi: subtilifl a.OO subtik..--&fl ktûmfl to bt 
prodtJWd t:ty this Hr':ltn ( 11, 3-3). Tbi> very W€1-at antifu~_J.1 
attbicy dÎS{.tl~ ~ tlle wi1d-trf'0 ~mün Mi%@>!'St~d rbat rbîzo.:­
[JcW.s all1 myo,.._"%.ubu1in aro rra:tu.:~·-d in <r'E'ey Sllldll am..;.-unt~­
Tbé &ligtu :redth:üon in aüiag.::::.llMk act i>tfrv ~aiust P 
d~tu1n- .::::4Jf<ert<'?d a:her pl'Jt&.)lytic trrouue:-f!t tt)Ldd t\:<a 
sulœ-d from ami llO J.::i-à;or cttgx-veptkti~tr.libeta:tifA by Ote ttNI!­
ru>&lU ~ind kflC)'kO tl) i'i~Utt.rtlil:e rbe bkff:~icaJ a:criritv üf 
rbtkxtkia (19). By ·~c-t:nta~t, P.., .~,.-.gowm~ n~yo:.subtltin 
OVflf't-•tc.du.::ü::-<n ~l:i H 5.r&~ilrs BBGI1Kl kxi w c-k!::.ulv enllaa"'<['{l 
hJ!Wt.JXk a<.:tfviri2s, stJowiogc mat rhis 1ipoptftid2 ~.,bJS a cru~ 
dal :tt.\le ·in the amîtg'Jnbm dtYdl)ftt·d by the :5ttai.l1, 

Wtt.Bn aç,.:,fw.d to ~~êds or mtt~d willt :!'oiL ~:mil H s.,:-t,.l<tih'is 
srn1n5 'WBN' rüf'(.):tted to p:t('l\~J>? ~Jt_)p :rrotèak._1 ITt:S:If dù~ w 
diren comtof ofsoiJh::)tŒ-• ~lh(.'l@f.snt tbï(HJ-gh (>ffi,.:ktn pt(.::duc-1 

tien of varin us fon)!iHlXi( !Tlt:!nbohti'~ (!-. 2Y_ J2t Bv u~ üf tb>t' 
totfiiltqP. t.:;pf-&wuhvmil:trml p-atho~f"Sk'UL tttts' ::ni'dy denwn~ 
sttru:ed rtl ar or0rptt:(lw:ri.oo c~f mytfl$®tilin ty li_ S«J:it;Jü 

TAULE S. bfoct of ~tUJ-in ATO: 66_:n, ;:md nf ~.bi:; oworq_~·:;..:l~-.~ônf 
.;k-rh-'>lth-'>f B:BGt!)) on d)it' .reciu:t"tion d di:!mpin~....:·II ,:,f fomrsro plane 

ç~u;;o:od :by P. œph.<rtU ... -1mnm.mrl 

Trt.lliDIOOl &~dU~ etœ~OC~ (% 1 

hthoge-n ant~rllm E!pll ElfH:::! E>pU '"ft• 
Non~ ND' ., 95 NL' 
ATCC &'.J .• -t! tm ~Q 92 ND 
DBG-1•)) M[l 93 ~~- Nü 

+ ~'OH~ ~~ ·~ 5i:J 
ATC'C(-61:;; ~l 25 "' + BBGI.!:X! 5~ 59 (!~ _,. 

"''f'wo W.adrod~t6"~reu~ br cadi trru1num l!:ir.>Vi1JY~p«iroom., mi! 
th2 ~~~ ':};~~llbJ p!l.nd;::e> Wollii CQIIll~il 11 Ui~"f .lfœr 11~11~. 
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ATCC M::B may ""'outer ~JtllB b1-IXK.~m:tt.:A p;->w-mial K~ a Mn iu 
th..at dttcl~ nor nammUy ptcre\:l pbms. Ba-Sf.id on tt-li' mt.l'-l:D 
vaJU'&S C§t!Odated ft\-:lll p-JOk..J dJia., [h2 gB-ffillfiJliZ'l f<llh ,;:4 
~>:ftJB treJti=<J wlth thB Ul)l'O&Ubliliu (1.-:0tt-'n~'duort 'ii<~ 310 
JP;at.et than r.:hat üf contmt !?.urls ancl4&<t:- g:rt}aterthan tbat c4 
"'oos <œal«l wiltl <!>! wi.ld typ€). As my<:<•rubtitin disrla:f' 
arong ardîfi.mg,tJ •lC liviry ffi vir.ro agaimn P &pkàflidtttm,@tf.~Nro, ir. 
Ùl ot~·J:)U~ mat tfiB L~~îot!l-bigh.Bt tate of 1-nvitrü ptfdUt:tk-.n of 
this c<::<1lf'O<md is in'Kilv•<l in th• ptJ:•t.octive 'II,.;r devdop€ld in 
vivo by tb? moo i:llOO srain. Ea t.ty and lli_llbw proouuion ohtw 
lff,.)P-(tf(:kl~:s pK~t.ahly enb.w.:e~ LM bki<..~k-ai P).ffu(:r llf lt.tù 

s:rJ:hl by· iuht18diaw-ty f('dllcHlg p-:liun p-atllo.gea gp:: .. Pt:h. Tht 
oote pl~d by th.;:~ m{::-.t:-cuk>& 1;;. u:it1fürt::t-d by thi! htt thil1 
c~th!i:'l' p-c.&t~Je ta:'('tl{td me,;:banisa:n~. are &é·enüngly tlt:...-'l in­
·w:Ave-d. f;:q ~:t.lfiJt.'ie, Sùrtlt- B Jwl>Hli-;- s-ttJhlt<W-é:t& r-ep:_)fl·e-d t() 

t13:dt:!c~ di.w~&:? ~1dd~nœ IDdite(:d.y by u~ri:11g ey~tt~mk; tf}­

S$I.OO~e in ttw >'l"ot (25i. w. p.arlormoo ~OIIl• '<XJl'ii'fiment& 
wirh wmntr.:-;®s pt-eit:L-x-:-uhhi-d at thot tfJ:tl !eve! w'it:h ~ither wiW­
ry~ ::atatn. ATCC 0033 (1r-th~ 
rit-mive tJii•f(:tte chdli'fi,QJ whh rhot -pathog~n c&t-tnfd' t._--:<D 

l~..awt. lb 5 proi:%'dur? it Ukd t0 r·.YV<2<l1 d iSi'af~ suppr'*'si:..n 
du>t to lndw:--tion ~il v.:,;;ù;t-:ulK-e i11 tbt- tw,st plam try l:'drt~:.>ti.:t 
Ho1o\l€'v-er, notw •.:<f th~ ;;u~tn~ h-ld à pn:-te:ltvf.' o&.lfu-(t unôu 
th~· -tond tuoos, &bcM>·1ng tha[ tll2"y .:k::. O.Jl tta>;;'l!' any pt1nt 

t'i'si~tatx:~-indtKtfi% dtth-lry (dat-a not :Jt(m·n:~- ln ttw< $ilflt>Bline:~ 
,§tC!M-b pt(li1h;( bn a:tlvi ry sril:S.W ~bkk'~ ?ùuld Z1h:\ p1-,:'tblbty -cJ.:ot 

t~, Œ<@j b.) of!:\püit-1 tb~ l:l"ru::fu:id elfo2-a ç•f the -D:tye:Œubtll·lfl 
("'i"&tp-oc:ducu. Tbli' sl:ze ood K-bU$iU1€f.Œ of p1illlts tŒXltbud 
with the modlfkl<i ;~:r3111 Wfro great et t.llan !l:>t siw and tot>u>r­
ll>t:M of d.S::~a.m {()fHKd!i< Jtild ~,~ w:rt si n::dlm w rh~ siz~ and 
-rot-JJMMSCS of tunreatOO control!> wbt~n they w~ g::n:)Wfl Îfl a 
sotl nüt .in.-6ts1Bd witb t~,;; pathogen (data not sn~.:. wu) c In o>-o ... 
11a.t to illi """'t'pfOOu.;;mg deriv•tlw .. wi1d·type 'tt•w ATCC 
tt6J3 dld nQ 118\~e arry Pf(~rœlfve e:iiee1 nn WffiâJù ~dl ingl\ 
Siltprisioglv. <ttaill ATCC 663J •w,n •PP'l•rod w be .:onctu:;.,'" 
LC• rtl.<:? ;;:il$€as:.e. Ho~MeY&t, v.-'h.sr't :!~ io th~ Jb:sen<.i' of patb::o­
g.N·L toolat\') plruul,aTs 1n .. xrdat2d wim ltw wikt r:nJi' wet~ F;1m­
ilat to the I.)JfltrüJ pl.tuJis. ~~~~i1!G th,u ttw g:rain dh1nm .b.ave 
acy pliylCt()!K dfeas Ç•H "". 

M""' 'lo'«Nometl)' "'""Il"<'' ol sup•ro<~taots fra11 B. su/J!li.is 
ATCC 6633 &.nd BBG!((I rowa.IBd thé pmo<ot• of 1WT• main 
roül.e<-uJ at k'Efl~ .:omspct3dj ng w d:IB boru.olc~~,}Ui<- ut~ü:.:~Subti-

1i fU> witil C 1"' or ( 17 fatty .add c-h:ü~ Th~ b:)mdhJ.guts :!.te' 



·~onSdeM w t~· moru biol-fJ,f:kT:!.tly a•~t ~·e tb au tM iruri1l5, 
whkh hJV.!) oootwt h;>ltœa!IJDD •kt~ d:min; 1:C,. and C ,.) (Il) 
llha:i~~en s.l:l:~·n ffi a( fungikJA.kicy îna~~wh:b tb~ llUfnbvr 
of cath:-i1 .en),~ ln tf)? futty &cid chain; i e-., f\.7 horr~.:·:o1ugnœ 

~ 20-.Jr:{d nwrt JX.d•tt~ lhlU'J the C:14 furuJS.. 1'1tls wa~ t!I9J 

ib.OWt1 by tb~ jJoülati-ry of ltl~ ill 'rÜw a11~.:agoniMK at~tfvjry Df 
BB(iJùO Jild rt:l2 ln t;!rro ~ota~oot?:tk a-edv-1~1 of orller R.u-iN~ts 
&traim. dt ~r J.-)f(tdu..~ lar%€<1' ;Sunorutrs ni iruri11 i.e l.':ütupou nds witb 
~:obott~r fan:y .:tcid .:bain~ (16~ 35:t 

TM "'etpioilunklll of J1llfec-,.ubtilin by tl~< B001(1) detir•­
tWBwag ~ü.so .u:compM.1t&-dbyqu>1Ht:at.Wecha:nge~ în r.he partem 
üîllfûf:"*Ptid~s. lnroteHJogly. à ~jgnaLtt m/.1 1137.7 was o:karty 
<nlhl~ù<>J. TliB ;mHspooding o::mpJ<~nd is p<cl:>ably .rructilt­
ally f.imiht tl) iwtins SÎflfB lis J.Pt-~aran..::....?" F:•U~:moo lb.~? f\lrlfi­

cJ:ti:.tl of n.:r~·V~)SUhilin, kt ild-dilktO, ü $hou.kl •X)ff"~"n."did 10 a 
K.,. JctJun s.l1t.~~ MS:'MS anillysb dtd o:1t h:'~al any ftag:u'Jeo­
tJÜJn ~d~ta th:t sbe~·n), B..).~.ilb:::h11}':Ü1 F wtrb J Cn f.ltty add 
cbatn if, tilt' sol-0 iuHîn fotm th.•H .,);,ut! o:wrus.p,îCH::l w tht:.~ 

fl1decuJu ~~'ilt. I+:{'~:<vt:r. J '>illgte ln5i.'ttÎüfl;_'>f rll-2> (l@W ptü .. 
maer was .:::c•nfimltd tn IhE lfJ)'O.::~Jt<tilio (-lJ!'2'ton. Thu~ ü't(<t~ 
expro$tklü of hKillomycm t.~fntbo:rt~ l$ Cl::i"ri:iusty not in­
voh·t!d. Tll.6: signal t.'fJUJd th os be f.ltttibur0d te .l rtK'difieij 
myro:tübt:tHn wllh efthé:t l)c C1 ~ fauy ;tcid ttuûn (:it a peptf:î.:: 
mOOry coma:tfling a Thr ioskad of a S~t. In botb o~e$., thf. 
mdRG!le OOf!ftlS"RU a n•w fmrn of mytŒubiilin.lndœd, ruch 
a. :bo.g farry add rha1n -w~s ne\'i<r tnK(•Um('re.d in ltü:tiü-liki:· 
11~plld~s., iil:Od aU:Uflf,':l ac id ros..idot N j:1 ac~nlem b{;b s:.a•lt2t 
be..en œm(t'fttJated wirh irutin defivat:ivf's .. Hc#irB\'tit. r.llt> IJst 
ph~flVOl€il~:.71 -ma~ t.X:-a:ur~ as :t'!1JWU in tb~ (..rJSE' o! t:.be no.nribt.)­

~n:naJ :iudactill ~~ntbet~ ·wlli~:h }X:1W<~%'t:s aJenytalkt.o di...'~­

nuîn.s aNl' w acüv-;;nw di:ff0t'(q1 r an:ti llO J..:·ld h'!Sidtli{S Wltb sitn­
ilat sil2 chaJœ (18). Simi1ut1y, tb$ mycot>•ctin symheww 
contatns ~m idvnytatk'fl doma:in that may Mttt,~i1:0 hn_h t­
ooritw and I-tnœcuin~ (6). St!Gh b:>W"',11!<il't>ity rmold Ih"' aloo 
be iA.J9:.11V~iJ kt mye<.:-GubûHn Nynt.btta~, f'unb~r stttKhltal lll­
V<M:igathm• aœ bcing t-~<f&:'tm!lJ m ooofirru. tbls hypotboûs. 
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Pond~ Eur~n p::nn le ~dtf!p(!:mt:<l'tl 00 kt R~:lwr{'bf!', and the 
Nm:kln..1l Furu% f?i' &in.ttitî:· Rt<~~~rr.b ~F N.R..S., Bd~um, pro_gt4:m 
r.REC ~"-.Sinm·,_ 
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ANNEXE2 

ScienœDirect 

ELSEVŒR 

Setting up and moddling of ovedlmving fed-batch cuhurt.~s of Ba ci !lus 
sabrilis for the production and continuous remnval of lipopeptides 

lS, Guçz"·*. S, Chenikherb, LPh. C'ct~stu 0 • P Jacques" 
,._ Prr.Œlit~(Jl.M, i..ûxmw.~ir~t~ .ft::ï f'ro,~dJb, ll;~~k"t.,Yfutt<r r.:xmi~ &q.•m.Wd:f: .. r .::1 M,Y;yn,~m. &TRES. a ;œa ff:.JytcdJ.L~~·. 

tie.'t-·miM Ms Sâmr .. "t'J n J.:y!w,. ~ogiot.~ .le lilJe, BJ lt:r>iJ. Lwgm..ù: .. 5%JJ V'JktuWt'Ç. J~~- 'Frr:no: 
t•L..te!Skfult.·t~l{R rl'A..ow:·~'1"~~'f' &1tt-e klf~lf»k11'ÙflK efSig~. f\'"+,"yf(CJ:-1...1k, lJMRSJ46(3'ft!i, 
f..h0:r1t1'lèlé .1t:!i S(",;t<Nei'.:J r. Tt>e.WI..-Jt1 ~'f'..it::i <If LiNe. ild P.rul ù:Mga.•Jr.. 5%5.5 tfllme"tt't<t•J ~· F;unce 

R~œ.V«~ J l<lnwry 20)7·.Ioc~J~d [ore'ri~fono 11 M.ry :ffJ7· ocœpw.J21 May }f1J"J 

ltdi$ wx'â: ii:i œJataJ to tœ ~HIJl ül ov.unowhl,g a.ponro:tLal foE\1-00tch cuRut-!Mi f{'J-llffiC • d~.:?.fivl:hl t.1:00.1 .:.fU't<\n ltfll.HJ&J :ente d:t\11\: . .atN t.(t 

~ pK-elncnon or mycc.sniH:iLIG. :.Ht n:ntlfnn@.filli.f""J~pti.()3; telùogul~ ~"i tt:'té' iturtn fim1ly ü~EFBC pétmi:lB ibt coati.oocœ œmoval ~::4 tn2 t-1rt"'i.ln..:t 
:frt:lll rtle t4üti'o..<rJ:tJ)f ;;h.:.hk"Visg ;) cDmplcte O!:x!rw;tioo ùt m~ù)~Ublliin... Thh ~ a15o pltfvidts a ct~·:oamlc.al Morn:d.~ gr,Y:4tt trtcde-J of tbl$ 
pt oc~ tfl.q:t ls amuste etr.-ugh to 8ttnulate tm ~::tJUnon or~ st,~ H1r @K'"'Wth .rzt:t-e aoo rü cort't'lnte u to ~Dt myo::oisuttHto ~rt'in.c pffdK.ti.vi-ty. "P.t'tJ 

particular &lJJ d::~lllirt:llt _ptrena~nn n:-lmetJ lo tm< n..:..am m•a:now .ace. -mk&n lftK., ac cou nt by ttl-e- mo4el tlle out~o-tn~ noJ;o. f1![.;: ota t1foth wAum~;J an~j 
UW 1:-«S' ot Dil)~. l:DteJastblg.lyv lbé: td.-Ot113~"i .C('O.:::entntioll 10 th-e toam '.W:.JS 1\:Julld. (ù t're lowe-x thatl ttw. ttc.:nJ~S ct'llO:OO.t.rârJCtfl. ifl tJ:lol b:loiel'J.ct~Zif 

tl:lL1tli:tp. -lillli- procesB fi) ~ œcyecHfi@: ~o'Œ r·•af;ltlle-ter1> (\! tht~ fŒ)dd &rf! nw ~?Wth yidd oo suœ.trute soJ. tœ 1n:1.r.imal "S\~11'1:.::- .gn:rwtll m. I.e esbm-ate4 
fK.tn fl.p«if1littlt& 100 ::tt fétd ntt€<s ,)f üX;62. 0J)7J :lttd (I;I)S6b '" 1• Tb.C;j'ft.)dct -wœ;erunpùlated ID ov~ a<klitiüft3ltr.pa1f0011Œ ('-:'Jn:ièd ()-tJt at f&;j 

mks 1Jf OOJtL CUJ22. C-...041)., O.ü-t2 ~l nd 0.062 n-·L enaPUo-,g too c-œre-latiOfl ar th:i: Ultru.l sp&-."i.ll..:: yo~vth rates "-'ittl pra:.tufttvity rwu.ltt. A oallj, a 
foo.l tHtüfüDS6tC 1 o.::u'lWp.:-n:liflg{ü>i n'ft-..~11 ~pt<:tnC Bf(tlk'lh [rtt€J;')fü_(f70 b- 1 atb:?#~ ;'.t.Sp::"rr:.i.th~ _prùjiJ'-'Iivtty 01" :1.27111@. o;)J illj'C"CruttUHtf!.~ 1 ;)( 
<JrtOO ~1t-xna;19: B .. ), 
,,, ~ON Ei.e'l~< !l. V. Al! llght! f<Ser'<04. 

.81u.ül~ts. :mb-~Ui!! rrcd!.tces bloactiv-e lip:·t~ptidoes. such a& 
lturln., surf~1ctin (Bon matin e-t aL, 2Cô.H and fung.ydn 1: S..:hoeid<er 
~t aL. J 'f\I'JJ witb hi.gh potontiol in bioW<:lmo!ogical md ph<lr­

maœutiç;ll ;q>plkatioos. A bt c<f inœrœt h"' focns,..,.j on Ùl«i.r 
-s.u.Ifoc€<-ai::ÜH"- propm:iessinœ by are Tet:.e<nt.ly t::o:rlSidtJ.ro2-d as an 
Jltentativ.e- tt::::t Chi'mknJ stu:foctants, In irldi.th)nv tuUiécUles li.ke 

myco•ubtilin. o m~mb"r ,Jf iturln frunily. ~· • higb poœntial 
•• ooandfungaltMayt-DJJn<~ndf'eypoux. 1994). A main diffi­
cul:ty d ttring the prcduc-ûon pr"tK~SS(~fli:pq1eptîde bi(JSJJtf.zt:m.nl.$ 
in Jrraret1 and ::~ti.lTOO b~(Jürsltes in the higb foruningpro_l.~r­
tit\~ of U1-ese -'::'<tn-t::H.:~-er:ti.YE' U)mp.:mnds. 1My 'a~ the ma>ESi...-~ 
ovot<rftow~ out of thE< bk)reac lr:~L of th-e. cuJtl.JI'oB' t'roth tont-alnJng 

' C ;:::ue;;pu':rl~ -!!itoL T~l: +JJ J 2Zî 76 7-t (t>;t; fu;:ç:; --t-33 3 !:! J6 74 ül. 
E-..w.â-J. ~:d.Jnxs: piin-wl:Jan:im~~€-p;::.i~t>e-di-lll ~Jr 1) S. üœ4-

0160.-1656/'l ~f.rx:«:~im.OO:œr.@ ~1)07 El~i~rRV_ A.Utigh!H~l~-d. 

dodO lû l{,~ .. fb~.:;.1.(H)7J)5JX: 5 
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0elh~. 11le use: of cOO:m:i cal antiK)a.mz is limiE€d h~:.n u~ ç1f theü 
iuftU*?Ih:":e ül'l th~ oxyg.an tra:Mfa m~ atrl tht--ir effe-ct ;c.n the 
Nom""' phr~k,k•gy (L"" tmd Kirn.. :2X4L The kürn •O'>'erJiùl>' 
wns used by dtfferent aud1ou tc~ ro?ruwtl! thi' fi''-'f'very of ?..Urf>:t.cttn 
from B, s#hiUfs~ultur-o brotb ln :.J çt:::4.lœwr ,c:.::::ope--I e-t.Jl . ., 19S1~ 

Davi?. et aL :1)0 l :• 
fn t:J."Ji.s uDrk. a prx::,·e..,ç,s. was de\>"1':h:::~~d to ex.traJ;t Hpopep­

tide b.k:nmrfth>l.."'tnb ti~ t:nyeo~mbtilin at"'l.J swfattin ttsîng.: th-e 
fba.mi:ng. piDÇUtii"li <~f the~ pn.:.;.lu,;;-r.s In8t~ld ()f tryincg tû 

av.,::fid. dE foil.mingc p~tlOtW.?f'f.:UL tJx. bwth foamiug .r:apiicity 
""" inaea•<>i:l hy using .:. load;,d su:tfaoe irnJX'lWr ood th;, 
füam '-'1tS co!l~;X;(ed in ü)O t.mucus in ~1 (:oll€11.;t<:tr. A fœdjng 
'5l.H'I~SY WfS ap_pbi-d in ri!f..?fBn('B to dlt' anOOn-lünitOO eXJ-'e~w­

n<>nliol fed-txn~h culture tEFDC) prctowl with a giwn fœd 
rnte l!B referont~ pi!C<~tn«ll!'r. !n tbe rnnge of tlw Jow fœd Jlow 
rJ:tt?S th:Jt Wfl!f-e uood.,. tbi' tl•::::rw rates of tht:: (1\{lri':f'fto'lhing fi;Jam 

.ood Of the f .. ro w;rre "'!Ult! :and lb~ ttoth 'K.>Illtn~ WU> theu 
lœ-pt (ün.~wnt in t:lloo3 bioroaclm Thb pH)(>?::>$ i.s \:.aU-Ed. in. tilt' 



Non):t'TI('Ùltll re-

ftu foodin~ flowmte {L b~t'f 
/out ü'P-\?rftow·ing tiovr nhl { L.ll-1 ., 
Ks .MtUr,;ltiç•n r.:x::~llst.:.nt ~gL - 1! 
tttS llk1inlo?n:r:t:re o.::~ ffine:-nl .:..g g-1 h-l) 
S suhs!J:a.(e o:4Kent:tation in dîi"' bioreact~:-Jtfg L - 1'1 

s., >ul:lstrJ!e concentrJtion in tlli' fœd (g L-1) 
su.hstrute oxci)utfatlons Jn the bJOTlNlct~x .Jt th~!' 

fœd beginning (g L -1 '! 
Y(~lmn(<: of cultt.t.te m~dJmn .in tllt bior~? .. "!Cb::>r , L 1 

l·',>O:t 'b)lmne of .::ultm'€" mêdium iu the ~oJla lcti ( L) 
Y'tm1 maxi.mnJ '\Ulume of cuLture mMimn imprJsOO by 

th~ impjller ro&itim 1V 
\<;:qt \"fs)Ullli.! c( the overt1twi f~1rni Rg ( L ·1 

~.) YC•lu..rrtê üf -c11Jture medium nt the f.eéd ~glm1ing 
(U 

X bl.:.~maM C(JilG.mtru.ticn Ln Ehe tnorenctx-1r ( g L ~ 1 ) 
X001 biŒnass (QflOC'fltru:tktl in th~ cs:Jlle:(:tor !f!..L--1! 
X.-:;tn bk®a88 (:.Ctncentrnbcu 1n the foam üt L ~J) 
X~· tu,:.~nw:s;..s (:i;JIK".mtratk"4.1 in the blOf€:0C't0J at the f€'00 

beginning >:g L - 1:. 
rxs actu,JI gr~~'th ~ne-ld o-n substrate t~g-l) 
t"~d growth yield Œ >UI:lStrJ tt> ig g-1) 

Greek J.")Yr.bol;; 
a o:X<ftid.trlt•Jf tll2' line~n nK.~lofhiamwstooü:m­

traJ:i-on in ~ fc\."'m 
,;::c~ffi,;:·.knt of th.:'< link~n-m•:t.il1üfbtomaB1.1 (Cnc-en­
trntion in the fcwrn rgL- 1'1 
s:~dfic gp:~Wih rat(" ~: b ···1 ~ 
maximum •pocl!k g,roJwth ri!te rh- 11 

timé (l.JilS"k"lllt of rbe- exp(\lltml alfeéd rate ( hJ 

ms! af tl'ft prr~-..;L ovcrflc,..ing: >'Xf'•~IIH>Iially fed-bntdi culture 
rO-EFBC'J. 

31nce (be pro-ce~s c:.p-eratoo wi!.:h .J tt)Imlntù Yc~lutni', ir. fouJd 
00 relnteJ to- o::mtinucus cu.liJ.tro?s., E'Or tb~ .culture--s~ the hiomass 
Gc:oœutrm:ion in e-.ftl.u.e:nt flDw is equaJ t.;:. bi~s S:.(JDC1?'otratkn 
in th~- biorea.tb.)I. i\n.:.d y.sis of b~::::.ma.ss conrentration Jll tbe forun 
coll<>c'I>Cœ dearly eJ>Yif$ thot His nol !lw case fnr tll>' (1-EFBC. 
Ouly a part ofthe biomass is extr.a;:tedfrom th..;- fo-anl foJJowinga 
lineill' r•la lionship. Wlllt!ewer th<' nl!k<lion.Uip b&woon bi<>m•:;o; 
r:cflcli?mration ln fon m a.nd iu blœ--e-i);mr, fÜr~~ thê b:Jn-:n& h 1o-wttr 
tltao u., Lltt<!'f. th• 0-EFBC' l>eo•fits fh'm tho oJvam•ge of tlli' 
i n.zri'a.te- ,_)f tbë bic-.rnliSJ canaetltratiùn Ln the bkrea.ctX)t", This pro­
(&\SCOU!d!Je tlluswn!ik'k!re.d 3.$8I&:)cli:ngoœ !Mc!nt;Teet JL 
1 \.<<iv; Sbuk>r and Kllfgt 2(10~) Du;, to !he bromnss rec)'>cling. 
th~ :s-r~ific gtowth r;;.te hl no m'Jrli' c'.:neta.nt e-w:o with. ~-:xr.oo.al­
ti~l food llüw nue. A dynornicalmodd is neMèd k• :<imulaiB !l'ft 
emlutirn of tlli' 'l"f'Ci:fic @''"w!h FM dur ing !lw ~><p.,tim.mrs. 

~-~tton :2 of th~ ankJe J.'?fCJYidtts. th~ dB'St.::-r~ption •Jf li\Y..pl>ri­

mi'ntid ((\fi-dltions ;mdofJ.:ltJ (.•::dloc-tlon, se...~tkzrd addœ.s.ws. tt~ 
mo4oll1ng fr~rrewc:rt Jlld th<>x~tki!l """"''cl> !br id?mifkaticn 
iJf the P,.îfdflli'k'rs s)f thot mcrdd, \V.hilto the- ()ptim:i~itth>n stJ:aOOgy 
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îs giv~n in Section ·L SKtion 5 Pf'•,)vid~s a discŒNion of eA-pex­
imenilll r<!sults anJ üf ih<' d;.>ign of the m<xlil It <':thibits th<' 
f~Jatit..'t1th1p tdWOOtl Ehe Jnt-ij.Il Sf~·cific ,g.TüWtb I'..'t(€-S esti.nt.lted 
t<y tb<~ modcll!lld tho rny<"O<ut<ilin ~>r>:<:iuulvity 

2. L &Je! erna! srraù!. arA.1 g-.r~Ytt'ût .;:o'lkfùlo-tw in jfask aJ!-d 
bioreci'C &u 

The ~train BBGHO uscd in thb rtudy 1~ J myto~ubtilîn 

ove:rprc~;h:K~er derivative cbtaJn:ed by Led~ri' tt at r~0(6) from 
B. sWrfli:; ATO:' 6633 by repla!~ent ~:.·f (00 n.:ltive pn::-m~.Aer 
ùf d1e my--.:x\M:tbtilin ::;j11th~ cperco by a rromc•Lii"r c-cl_g:inat-
1ng from the rep!ka.tkYJ gene repU ()f :Jîapkvlact"K:UJS ~ti!rt'fH 

plilsmid plJB ll\\ The inmultml WJ.i! pr<'j)JI<"d in two slcrgeB 
GrcM1lJ mMtum was fiNit inœuhted by ndding a koo:pful of 
cdhs .;:on~rvl3d Jt --&J ~c in a rt.._;t n1êJJum. 1)-Attl.iniug 4JY-~-­
gly,;:-erùL CdJs u-w:·e @'OVtTI nt 14(}rpm and. 30-:--{"" in ErL<lnnl?"y~:; .. r 
fus!Œ. mntaining rnooium E tCbrk et clL l98tr. Th& cu ltur-t 
"'"' tb~n inœull!IOO in Erletllll"l'""'·flam o:muinlng th"' L1ndy 
J~ii-urn Illt..---dified .JS f,:-Uows: ghJ(\:t"'~" 20 g L- t. ,, NI-il !~S."t)J~ 
23 g L- 1: ya1~t extr,wl 1 g L - 1; g.lutamK Jckl 2 g:L - 1• 
KzHf'I::4,1.QgL -1 cMgSO~.(· 5 g L-1 .KCU!.5gL - 1cCuS04. 
l.6mg L -!; lie2(SO~h, Lê mg L -l :MrtS04. 0.4rngL -l 

A 5-L Bbflow 3<}01) bJorei.Klcr iN<m>- Bnmswick, NJ, USA) 
WJW lnücula!i'd with mld-k>gdtithmk grown t~ll>, pm•i•:u.ly 
wnsbe:l wiéh one volume of J •terile solution of NaCl 9.gL· .. J 

!litera 5 minlllld 3000 :·< g o;-.;,ntrliugatk.on. lbe pll w;w <•mtroll<'d 
m the ViJlue of 65 wifb Jdding Kf)-H Dr H.~S(lt s.oh1tion.s._ Tem­
{X"fllhlnè was €ontn-:aliM at Jü ''C. Tbe a-era.tioo raw wJs fixed 
ar 0,25 Y\-11!-i and the dis:solved oX}·gen o:::tœC:<nt.ratkn "'!tB O.)fr 

trôU.oct .ctbü~ 1(1-q:.. of thé ~aturatlon C'!)nœntraü~)n tha.n.ks co tbè 
adaptiw stlrrer 'l""'d ranging from Xü t1 ~>:<:•rpm. Th& f€ed 
medium ,..,.,, o. t·wo-fol.d roncentr~t~d LJlldy rrndifie:l mooium 

ne ll!l!'d illll"'n"'. "'""' two Rusbtcn tlllbil'ftS orrungro in 
a S]~'.:.ifi<. way Thot k.t'W"& on€" w~ Îltll1Ë"rse-d în tbe l"Tc)t.b_ M 

it :Ï$ doue c lamic:.ally in a cuh!l.:W" ~:-~œes...s. to e--tb--Ltre thi" stü­
rit~g a~j the •>:xygen ""'"'fere Th<! UPJ.';<l' ünt""ll;,r Wib unusually 
ilxoo JUst abYre tlm initial hetght or the hquid hrnb. Durlni! 
tlm focl-bo teh ph•..,, !hi• tmpi!lk<r was prcogre>sh<cly imrrer""'d 
in fu;, liq u id bm!h fuvuuring lh0 mixirrg at tite j!J$-1iquid inler­
fJce .. The cbviüm dl'oot of tbb k~.:ùed surf oK'<' impdler wos tv 
jncr-Ent~~ dnwticalty the {r;~uuiug ''~lty at tb2 gas hquld Jmer­
f;y:J?, The '-:)ff-ga;;.. t(),Aîog d-e-vices Wi2:tiB {J'Ii~Iztd ln order to 
gpt a mc4---e (Omp<kt f\..1-am i.n [hB h~or6.acb:'lr nut_gtJing tub~. The 
fhJm W.:)i!. t:f'dJ~twd in C(:»)l€-d o;:.U~tü1g Ck"'-Vicea:. The a:.':3f1waroto 
USi"d f-t:::tr tünuolling (he pnx~~ ,lnd acquirllJ_g druu wmg AFS 
Fiowmman:l iNé'W· Bnmsvdck. NJ. liSA). 

22. I1k~ <":A't:?fl'O-t>-·i~g e.'l.'f.>O!!eJ<t~i:.:tlfi!d~bct('h r.~ltkwrt:~ 

(0-EFBC! 

Tl><~O-EFBC ~w:x·"'" w,u d.ivJdoo in tlu"" main stag•'"- Fi;;;. l. 
ln [hill>? L çe]]$ w~r0 @lY•Wn 24 h in d r•rdimiJMry h1tch culture. 
Titi' tdirnn s:p-..."0.1 incw,;;ood prc:ogrets rr~ly to maint ain tt.J dl&­
a_'llVOO oxygen ab.:J'-.-'é vr-:;:, of the taturJtion ("(tl\.-'eOtrdtb:::m u.ntil 
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Hg. 1. ~ >,-_~ fbt-.:oluu<:n nf dt.e~tJJ.œt %f~~ ;nd o1 ib~ dw...oJ...~d Q:ly~.en.Jw::ul$ iJil 

c~g;:Bt"'""'o:.<fR~r:ilkt,~:.-.rMi/.6 BBGlCO~-tœd<Jbo:;""Jt> [X)-lW:clf.b! 9t:urmK>u. 

•:-oo:!:.i:.l~:~t .Jt ;;}·"C. piT 65 ,sad~ fu.t<.d m:e lJr -(t(!r,b.- 1 (.R) I..i't<cl.utiul of tb: 
"""ObBre l'fU li:e ti>::.r<!!OCI« (•;~, cl' flr ·~dul'TI:." \·~·Jo.l ÎQ ~ k<Jtn co.lk\::t>:o.r l4) 
cJ:nd oi th~..;umtJI<!Itdf~<l ~;.~:~Wt)l< •: -"J 4unnç.tbef)_bFB(:'. Pb~t: !MW LlAH' 
<3fli!Et:.>t"d B JXln...o,.~O"Mi<l.l~t ~~hl rœ V Ell\d pl\~:>: .1TL J:l •::<•R!tMit OO,'Oju~ ~~. ~ J 
"Pl"'''"" tl>: ~;,>;b phow. ~ II tl>: <'f'OCI'ntul 1'>!4-l•31:h plu, .. pm"' lll 
t~ -o-..~ID.g ~_p:-•lll!'t,t;at f<:-iJ~Mkb pb~-. 

the oHlin t:.;trb)n ~Kt..uce wus: depJet0d. Il is to [l(dC:.E< that -EhB 
Ie-:cnruu1plion of Clfg;.tnic o.dd by-products liLJ2 ncot•tatf: wn:s 
o~wd. ln pha;,e f. the ·,x:olurne V •>f cr•:-lh ill Ill~ biCUJlKK•r 
docr&'lsro t:.ox.lllW of Ille foam overtkrw .1ppe:>rlog in the early 
str.ge cr:ù·::.rding b·:::. ltte ,.::cms:titutivt r:c~.:.dr&tiüo üf nJy.:cl9<lbtiUn 
In pbal.W Il. the .;~U• w<re grcl\m io ao u.pon0n ti;ll f0.:l-lxlkh 
cu]turt;l: wh'i?'r>J the vç~Jumc 1l incr~~d {l{'{'Qrding (() th.z. exp)­
oontially f~OO ftow r<.~te, A~nl.fl WilS alkUl>l.ted X:Cl)tding to tJlt. 
fùllowing fbnunl• &rived from ülll'bort-limhro EFilC: 

\li 

wheJB l«fü) i8 tbe iniùal valœ 9[ U-.& food llc!W tal< ~aku­
Jaoo4 fr(•D> !hé mithl bb~uJISs quantlty I'))X<,.. }~d bion>J·"' 
yidd Œ glœc"" 11.00 10 cakula!Q the fé<Jd moo, UJü HCL, 
do•e to th~ wlcw of lLIJ gg-1 r[.»e "t al.. 1997). s., i!nd So 
tltf:! gJw:.,~ \:'(:tnr:etltmtit>n~ in tht f~d mediurn, 4û g L-l. ;md 
ln the bh:tie.:x-tor ru: !.tœ fuOO bBg.iuning._ ckœ to Otf!L and 1/r 
is tlw éXp?ttd growth mte tn>:ler tl:>2 "'"umptv m of a p>euoo 
sbNtdy-i.t.at.e EFBC, Pin .. :1lly" a ,_::.:mstml ~."("i]Uill-@ V rperotiotJ of 
tbe e-xponential fed-ba!<h çuJturli' was n.:hieve4 in ptmse rn .. 
ùw ka>lm. •)'f€rlh:)''h' rati' becamf: €:<-:JUaJ tt• tb~ ti?-~ fl~.YW rate. Dur­
ing phat<% Il an,J !IL lh,. Hi:rt;or spe<d inm;:L.,.,A r•-.:•gr.-ivdy 
wft.cti.t\~ 1he oxygon dmmmd of the j\1\:<Wit\g eells. The k11gths 
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6f lh~•e ph-• d<>p<nd Coll tb~ value;; <•f R<: li).! l3llld th" food rat• 
llr, Tl}? O:)tuïd:.:'11lt volume \f or:~tatiat çt:;.uJd na W é11surthl for 
.h.igh f~OO EU<i'S becw.1se .tin OOc-atm bigbe than 1~~:' Etglu 0-
EFf!C ~xperimi'-nts cq;rentte:J at ditTerent. feed ra(er> tfr mngine 
ftomü.f(.S w ü.086h-1 w~m d;-:îflê 

2 3, 1 c l.ipopr.j."ltidr:"."i 
CuJtllre Jud ~)'~-,Bttlc""'OO fünJn imnpks w-er-o0 c-'>!nttifug;ed ru: 

lOJJDü x g lür l(lmtn, A vülume of 1 mL of the snJ~Hh.1tJIIhl 
was purified thr.:•ugh Cl/\ M~:<l-Ckan crutridge;; ;Alltef'b. 
I:N!erti<! Id. USA!. The duu:gro. œlumn was ,.·aslwd with 8 rnL 

ofwawr ;mdS mL of n 51:X5<'waror and rn•ilim.;:.l rolutkc. The 
lipor.,ptidi>t "'"'"' theo elu led witb /\mL of l•)J% nwlh 1111ol 
(HPLC gmk, ACJos ()rgz~ok s. GooL B"'Jgium). The extrod was 
t<v:m;;:bt K' dryn~ss oofa:o dls-o.:4ulion in 20) ,.L !'lWthilllol. Tite 
W!mpl• ls th"n .iu }<>:-ted ;yld analyzod by h.igh-f"rforrnaœel!quid 
chr-omalographyustnç .<tC1So:Aumn!5 j.UU.,., 25Jmm x 4,6 mm_ 

21.s TP. \"YDAC1. The tn}'<cŒub:ilins "'"" •q:mmtoo wltll" 
a,;:etonltri.le~·ru:oo'tritlu.:.;-.ro.Jc~üc odd ~o-Jwnt,. 40:ê():05 (vrviv). 

and ~w,:fan-ti.ns wJth an ac-tt•)fÜlliheiwil:.to:.wll'l'A &:!:2ttü5 1 ,.:/vi\:)_ 
Th-2 llrAA' rate" ww l.mL rnJn-l ,deJ?ctkm w;n<Biength it?.114n~, 
PurlftN my"'l:~t,.~ubtilint and su:tf~dtm u~J J'!>: standards '"''i"rü 
from 5~ma. Tht rotmttkn thn~ and &C:4:'Ctld dé"rlv~uiw ùJ ltté 

ab~otytion ~trum ootwwn 20:1 aoJ 40ümn tDkdo Array 

l'DA 91ft., Wawrn) "'"" ugro to 1di>ntity the etlmro mok•cul"~ 
~~tilleniu.m S()ftwnru, W:J10nt) 

2.3.2. Bù"ii!mss 

Tm 'b>ctertll dly "''<ligllt was d>~<Nrminro Jfti'r dryiog 48h at 
llO ''C J W~$h00 pi<ll<!! .;,;fa IOrnf. •mnpli'. nw ~·ptiral dE<nsity 
at OO:J nm "'" rwd with a "J'!!Clropliotonwter 'uV Mim 1 241). 
Shlnmdzu~ J.rtpnn ). J\n t-'Çtktll démit; of Lü ('Onesr-:tl~d tf) .c1 

bk>mil5.S(()Jt<eentrat!on of 0.33 gD. Vi, L - 1 

11ll; mc<'k 1 of the pl>:><"'"' mn•t lmndk b'JUJ EFBC and C>­
EFBC ooh3\1aJI'S !hat 'Wre T1Mpoctivcly üb>ero;ed in the phcœ 
U i!ndllluf the&p<.ritiWllll~. A ""'ITIIUIIK tT>.xli!l basrocc !:trc•m""• 
balun(e in th-e- b:i.t_)re.actc•r and in Ùk" çoU.ecbJr b J(t'j_yt'\J from Uw 
ji>!DBrai staw "IX"~ dj'lk'lmk8l m:.>::kl di>scrloo4 h~· B;c,'<in ,md 
!)x bain n 990t 

Too im~?sti@:awd n>::d;,l 15 ttcnlin.,;,r tn tenns ,,f both its 

parnm"t""' and vanablt·z. ln the rest of the pre•ru~<>li>:>n, üll tM 
\<'.Jriab:le-~ are fu:nctions: f>f tirnEL Für .t.itnplkjry~ thi-t n:.enti.on 1~ 

avtd.doË"d whe-n ir i;s ll~'::lt ho?ti"&8afY, Th~ mM§. b.almt'"-i' <)f hîomMs 
and substratt:· in the blorea<etor iJH' given by· 



dV 
dJ=f~~-J~ 

wh~œ th,; 'l'""'itk growlh rn!;! b mcd~lled in Eq, ·~·, "'' " 
Mcfocd's fuu:tion. 'lbr rnas.s baktw::>t" in rbe k..:un -.~oll.i-:(1!-:)r ü< 
givenby: 

ln lhi• part. tM mo®l inwlves forn pill\lln.,ooro (•oo Nt•m<>n­
.;;.laùJJ'o? fcr the de.finitlonst tirttu~ Ks~ ms znd lX·s r.r•b!tOO tc~ 

llhysl•:dogjc:al .z-hara..:.t€-ri;;tks (1f th~ micrüft'g.:::mLs.rn_ Thb n1odeJ 
allows tc.;k!ing plta8125 Il Jud Ill of lM <Uitum p:œeg. 

].2, Rdaûon.ûûp t.-t~tl-•,\"f'."til biomass ct:mceJltT,~t;.:.~~~ }~ Jrl.t 
biortV.'i!.:'W! and l.l'l lhej.oam 

ln t:cvntinu~-xa.s blopp::-;ç~ss:e-s lcY1thc~rt ret-'Ycling,. bkHJb~s <:ün­
centrOluon în th<? et11œnt flow 1s E<t.]Uétl b:) the O:)O.<:entmtioll in 
bh..:-.re-a.vlct X, HoW(;<'liBL for f.:mlHJve<rtlrriotlng pllXX'&3eiL oo coly 
J pm:t of blomJ~s is e:xtract~d. tbe: btmn;tw >Jon.centratkm in ~ 

drJg._ged foam Xoot c:an M .;:oxpr-2'ss.:>d ti}' h Un&îf relation 

wheru œ aud ft c.oeffidiftlt.l} are rwo t.ldditiüwJl paramett~r8 of tt~ 
m<Kii<l, 11-üs roloticn a.lk~· & handlîng Iwo main :as6umptk~ns, X .:out 

is rmportlùlli!l tox (/3 =0) !.hll! œnespond> k•. partial '"'::y ding 
pwœ••· or x,.,, l$ iud"P"n®trt frt•mX (<>:=0). 

ln phase Il,sinct:<tho? foam ovai\cf\\'ingtlùwra.(eb very sm an_ 
the ctl!put ik:ow ls ,,oo•id«rro. t.:. 1:>e ""r•:..<L tha• le,>Js ID tœ 
•.:);:oditkm; .km= 0 Lh-1. ·l'he brüth ""l.)lun1e in bîrt'~a~t<)f. tt. is a 
functiw uf time aud d<>pends "" tb.. fooding Jkrv;· ral>l fm 

In pha9& Ill. th:! pn...-<c~BSSüperate:tata<:otlst~nt volt.1nl.t? Th~ré­
tore. th.. ioam (•Wrllowilw: llDW mlq rn ust oo "'l'Ml b:• th• f"-'d 

tlüv. ralot Ut,:u lltfa.ds h:.• tfp C(n.Jition_ 

In crœr t.;:·~ Y~.?r1 fy Lbt?sE· t'l$.:.:-~.;:: o-ndjnl..~· ;md tt) ens:m-e th~ tran­
sition OOt~n both r-.bas-es. th~ fr:nlm ·:wer:ftowing flow nt te! ran 
be glübally C'Zlkulatai at a funct:ionof V: J~t=fin('C•Tlim- VL 
wbere C= W'"3 Li~ a uXI31- rêllltro te> the very 1ilrutll over­
ftowing •)i fl;::.um thar r~n1alns in phMü II Thls fonn also 
guJ.rant~s tho? \\Jlmne \:'ln the bi.t:xe,rtor to be cüll3ttlnt ln rta~ 
m mrl equal ~J ~riiiD- c 

POOiltni'ter astimaticn ü)USiz:ts in tînrling a S€.l1 üf <lppfq,Tia.!Jt 

''""''" for tho> nK.:lêl pil!illllli)fers using the avoihibl<> experimiln­
t~ll data. PŒJ,Jm.o?Mr idendfkati~Jnof ncnli.noclfd~mt11.1lknJ mod-é'b 
..:.:~n lx- crpphOO to bi.fAo.gk:al ntltur(2: pnxess<GJ.l,>et al. 2005). A 
..:h-o~en Ob.ta.J,:tive functi.:tn., ·tttbje.ct tc~ the constr.rri:nts I€!pt~nt~d 
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b;; tl'k' d.y1t;,mk.:,l m.odd h c~ptimi~d a.::cording b:. -l.b;: P'lram­
~to?E. v·JJues. The ct<9~rh-"{' functiau n1:locts th.? di~Tf<P.Jn•,j.?s 
l:>erwœn dlè BXJRrimenlal d,1ta lUid th.. ou tpuw of th<· mnl<>L lt 

can bf' ('(J-flSidt!ro?d -ZJj;;. ~1 Jlle;)SUfemE«nt of the quaJity (•f the fit­
ting Op?fJtÜf)D brtwwn th~ ~\J dataSi'ts .. A typkal <)P"j~tivo? 
fun,tion is deftned as the sum of tll'l!; ®quan~d cncrs 00tw~€'n the 
expeiÙll<'otaJ d<oin>d i!fd U'>& meo;.:t.>l oulpuffi" •llltulated for giwn 
trial paranwwrs values. 

w~ N:g îs the numOOr of e:'f:perim.ems. l\S-0) thi? nu1Jtber vf 
""'11\l'f"• in experimeut j. 4 ;md ~ ure r~.<pecùvely tœ wet<:<n 
iM th~ rni!C..,llfOO and the m<:dol ülllpUl •;al""'. ~ mx! e• i!l\!! 

.œsr;-Q:'·tPiel-y the "~tor and dle oprimjsed lrt.XHJr of pammsters 
T!k:' n•_)nlitle'M sch.?-rœ c-~f the moio?l Jmposts,Jn iter-ativ.2' fT()­

.: roure ~)f thee.stlm<.1tk~n of ltst"\."lfctUl-2tRrSJnd thk,)sm~1U number 
of a\itilabJe da(a impœes 1he rutuctiorJ of the nun1t~r of th.e-if.~?o 
pcmun<?lé!S. 'lb<: c}UOhly .:.f Ùll> fil def"l'ld• Coll tb~ yllaJity ùf Ùl<? 

dm;a tb.at bs affoc(.Nj by uoceniünüès inherent in the miKlsur~~nt 
and an"1ly8ing proc~s:s.BS., A good ch.:~J.z~ of lntti;;l gue-ss.?s 6~1T the 
p.::tr.::.rn~tet vaJues ;md bound.Jri fMl u ve<..:ry nnr~)rtant lo r.;?;a..;;:,h thil 
,g:l,>hal minimum, TIH?. (Jptimis.z:,tlcm prœed.urt wht:f5o? 9<.'hern~ ls 
giv<>n ln Hg, 2 1nak•• l!<rrattw MJ ustmentsot tm pruam .. wr val­
U-€'i" to drive m.z. ·::<bj"!"dh-A..e funcuon (O in:; In1nimum, 'ÛlK'L U:ü~ 

o!Jtoctiv" h renc!ied. tb.. obtamoo pnnmetw value' "'~ k:ept w 
l:>e ""'d.in tl>? mo:dot 

l!ncün-;.trainOO m.etbods fi:)t p.aranwter é..'illm,ltico ..x, nef: 
lnn·(:duc~J lnfrn llli)tiUl ,A;:.-:rut J"'illdl.lli:?hll lxruud.J.rii'S ( Syed em.J 
Phillip?, 2ûù(Q fu the nltemate crtse< constrains meth::d> "'" 
subjœted to p~~rllll>et:«r lx:outrdi!Jy valoos (R..-:•11 ùlllL 2005) thus 

md-ucing dl!?. &ize ~:rr the dümaîn in w.f:ri-d} tilt' optim.a.l sctlution 
is '""uched. Hcr~. toutrlazy voloo• ""'tes lOO ~ml O. J(j and 
045 gg-1 for the ,gwwtb yldd on substrtllo ll!ld !:>et"""" 030 
andO 40h- 1 forth? ma:xînml<rœitk !'R""ih.mre,l'orc~wappli­
cu.tton,. the quad:rntic objocth---e funçüon is ca.kubwd fr()ffi throo 
.exp~rim~ntal dalawN \Ve c:ho(•te n gr.zrl~nt-l."vt;<l.0d methJ<-~t. 

whkh ts ünpkntenWd in bo-1-zttlat~TM tüftwaw by fnün.<:=tHl fun(­
tiur.t tü&:..'tl""i? {.üfl3rmin..c-d n·Jnhn2~I optimi-saüon problem_ ln this 

functiün~ iUI estimale rd' the He~..,j,:Jn (~f the L.Jgmn_v,ian functJ,)n 
is ur.:!ated ateochironti<:<l. Simulink:™ athiewz tl>•·simula!iou 
proc'èdur-e, 



Sine# the ;:unoun t ·:Jf bic•ma.œ in the foarn coll~ëCJor ü: mea-­
surw by th~ dry wclgtlt 1i>êbnique whicb r"quir<-s • minimum of 
.. ;;)J.fi"<?çt~d Yl;)h.Imil:'~ tb€ blomastCQJK>2'mrcttJo-n. i..u tt~ foamXou: i~ 

not dir,ctly av:tibbk Un:lar !he a••urnptiml. thw: Xout remaim 
..:on~t.tnton a sb..:ct euou.gb rirn(l {..."':r.i!riud [JJ~ fl]. Xo.n: can be>:J'SÜ­
mo"'d as the relation between ;·miJtiœs of bhJIUrL"S •]uautiW 
;.n-d \\.tbJ n-w v,aria.tittu in t.h..ei: foam ~::'llloctor. Th~ C(YfK:ootrn tic:o 
of tbe bl•:)ma.ss in thec Ü::t.Z1m owrtlcw h e:s:ümt1t€rl a8 l;l ratio of 
tbe v&i<lti(:->11 c4 biomasr. qu4lllity <trd tbe w.riatiorc; of vulmoo 
drning tb>? tim-e pe.fi..:d bet't*'œn tw.(' rnea'RlfBmtluts. 

(~) 

7J 

:-.:, ~ c~ ~ 

fî~ . .3 . .Me;c,ured l:i0mam m rœ btüt:.:v->lC~ otOO ln th>:< .;:>')floc lor eflpte~d irt 
gL··•. 

wfwt- ~Y.:o.i :is thé bît)1011S.S .JüflO>)nttation in Ü't.i> o-:dloctor iJI1d v~,j 
is the.(Ollèctnrvu1unle. 

Tbt- ""'allE tA the btornaf;s (.OfJcootratlon tü be correl~t&i with 
Î'00t[tt" :!.} is the mean YtJl!Jik c~fthi! X c•n ltw timi' peritx.i [tt~ tz]. 

' ·, 

h~- ~ 1\.~-.~t.mred <tnd ~imulo}Pd vab.H':e!- (1( MtHWih~ quMtl-tiN; tf1 w h<tor~~fi<t" t_ai,l wbJJ dl~ Ùi ~ f<..ôi'IJO roll~wr uo.~ <b;;h~_l. foji' th~ tbrt<<:'! >!:lpt"fiDt~ftl:i ;~ro(t'-d 
>ltdifu!-r~n: ~dr..Jté& lir-('if-f':',2(1A:t rJf'L Hr--0.071 (k:ft n::fddl<:':-!>lftJ il: -(tO~~(~fi ,J-~n~e~~~~ mh~ 1 .Th(' i>ht·•d.udœ...,httooolr.&',adtmlémm:. *'ffl> 0$3~. 
M~·.UUR,j .md ÛIDM.bbed V.):l\)t>l;; (l,f ';.'(lluU.V. m tb:~ t.ldt'.l<:kt I5,Â! '>ll)bdJ iu ~ tb >:tt <'<l>l:»!f-Ümnh· (,'f~f~w.;t >Jl JiireJ'l!ltl ~~ [,fl~Ç L/r •('.i.)!:;·.z l_tf8ht gp), Ut' -(t01"-1 

~rl!ht mt.ddk) <tnJ lh-t).C~{:riprtdo'WR) ~~>:tm h- 1 ,Thw-1:Jiœt,'<!.t:~ c:-:tktd.'Jé-4 .);,;:>::,rdingtz•lhf- p,t~rer~-M-t ;..~-. .. ,.-03:3b-~ 1 • !X-5 -0.lO~s-'. 
«-OJnd~-2.1)1 !L"" 1 ~rurru.wd ~1tb~-CID65g:Ç 1 b-~t J.nd K~-üü15;g_L~ 1 . 

242 



In our f:XJ'X"T.iments~ the snl.lll nLmlOOr of smnpl0& für o?.::,;h 
txperirn~m m1ght nct aJktw tb.e pr-oper esthmdkm of ali p:wt~m­

eten of th~ mcool "'hkh Jr< ~'""""" K~. ms. f.X·'S, " J.nJ r 
Themlt~Jtt~ a ;;:ubYJt of perrin~nt pacm1œ~~ t.ba~ cau 00 nzl1.-ably 
~stim21t<i'd from rlk avallabl~ Jara hM mt.; •d;;ctêi 

As tbf> prc~~~%iii ope.ratt.>S at c~"Jrbon lirmted...grouth at Jo'!.\ 
gwvr1b n.t~ :;;:m-d :rJ:I;·ünling t0 thê ùtap0 of setu;itiYity fun.;;;Üt\111~ 
pllranJete:r~ Ks :md ,Hlln'< ~He ..::(~rrelol(êd (Ne)j>'k(lV1l et aL 1C(\): 

P.:~tn.:.i.L t9~9), Eiitima:rin_g. u~m s1rnntt.Jnl3üUSly is fi()t l"tx'Onl­

lllotmd!i>:L "fherclore.K;; wa. tix~d rrt ODt5.gL-l dose to !!:A> 
valœ of(l ül•)gL~l (Mattint'Z è:t aL J99S) and of(U)18 g L ~J 
dtwmüned pœ,iOI.JSiy in our bbroraD.Jry. The lx•undary vaJoos 
~Jf ms w.atf .~fined .ttü:.~ording to çrevitJtls publhJl-ed vn:lues fn:m1 
0.(t55~;1.kwm:ry~'lr.J:.1DeLaT\.'ITlt~ l99-tfl to!',_l2gg- 1 h-1 t_Sau.n­
et aL J ~l96'L Thus" the ~t c.f _par;tm~ten lQ W .?~tinmted wa:; 
red.uced to th<- strbset Ks, l:'x,~, a and r 

A pn.x--tl.~ for tontinuous pn...'"Xiuctl.oo of mycüsubtilln witt1 fJ 
mixi!is BBGIW :llrilin """ ootnp has!ld nn an 0-EFBC. Thri!i! 
i':Y.p!'1iment< wer<: f"IT<:.nn<>dat different foo:l rat;:,• !lr. The tina! 
...::.;__vtci!l1lr(ttion of lip:tpé<ptkits in the bk)reoctcf ond in the foam 
wlk<ètnr 'n givfn in l:•bk J. Roth .. mycosubtillin anJ Stllfaetin 

"'"'"' fn1nd •s e'P"':ted but wwluSlvcly in tite fo;,m coll.,.:ted 
0Utside Lb@ bit.."'f!eactü.r. 1110 ~iosurJ~Ktaut r.œo~r)' pN.ren• 
was thus ab:'-ll 1001(, S-imil.;u- re?,.;::çever:y into r.l"ie ft"'1rn waa-pr~­
viou8lydtsuired for surfaotin (Davi• et aL 2001) but 00'\<'<lf for 
any iturlrtk mrnp)unds, 

1tw e.sti.matton of the bi~:Jntal'JS <JAl>:::e"ntrntion in tbe (oJm ü 
expresSi'd a.s a fun-ction of th~ m~an C(}U.C·OOtnnion "ul tbe b.lorr­
ill.'lt.:-q 1U fig. 3 [( exhiblts Ol (:""'5€'lÙ.)--((..)~ A:oot Zctll3 vnU:lin a 
Xmnge ç>:.mprl,;,d betwœn -l an•llO gl -1.A linoru: rli'.gl<&Slm 

J"'rformocl in thill zone gi ··~• "= ùfl2 ood f! = 2.3 2 g L~ 1, Th> 
l•JW VillUt:ll: of v- indiœws th;tl the bion.JI$."S ..;~ntrntion ln tlxo 
f-ou.m}{001 ifi qui te in.:k.Pt-""1-ld.ent from the bi;_)Jllil.S-.5 tùtlOOJtraticu 

in d1e bif)f13;JK::lot X, 

T;t.I< l 
C.:ow:::e-nir.-rtif.:Œ -*myt:Q.~Iiuoodr;urfa.;Jlno:.:qR~-diu ms L"' 1 IR dY b-b_'ft'~ 
~-tor~ ln. th~ W.m .:cl~ fo.r {) .. EFRC ~-!red -Jt &ffie:rnut fu~~ 
Ltr-üüt"<l.:~ Ur -[LOJ'.ll!I'-JtdJiY•O.CGSe}iffre~Jln b.,.J 

1/r. 1:.:-:.amo::ifl«lor Bi«·~·::tn 

}Ay.;'v:mbtihn Smf...:ua Myo~ubti.Un Sutfu('tin 

OüS2 !55 lü ND 
•){(l"t :21(1 D 
ûü~ 2<·8 12 l'<T> 
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Tt')2: optimis.atl.co strnf.egy r~rmit~ the e:stimation of thi< 
f<aram€'tenurn<>ll' m~m. Y:'VS A> and{!, Result5 ru:~ gimn in Tahle ::' 
for beth ms lK,unda.ry v.alu~, \\<'ith. "' rns ofO.l-:! gg- 1 b-1 ~thor 
Y,j,lue I.Jfjlobt:ai.n~dis...zqu.J:l tü 1 70gL _J ,A8-m3 b~'cm>Zs U]Ull 

ID C>/)65g,!,C 1 b-1 the y;rlt., üf (:1 reaDh"-' 2.ûlgl ~l g€'ttinl!' 
mom dr-.me tu thr \'..1lœ ot 1]?: g. L -l dn!u-.rn:üuOO e:l.Jii'flJilfi'n­
tnlly in Fig, 30 lM .;::s:tim"lti'd "t-OJlue- Qf ü i~ ot!qu4l tC~ :zero .and 
!hus ()::)nfirnu ~ ÎI~J:.-"endtn0' j"')f tb€ b-k~~ o:n-.:entratlon 
in tho? fo.)llJU X.~ fFJtll tJ:tt bh:.-q.:u;;~ 0~41Ct!Itlrlltkm ill (bê bi-:Jre<-

l'l 

,, 

' i' ~ ...., ' 

Fi!, .5. ~'oh.ùi-a1.;tllhe gro-u.1h r.W.., t?.".>l.id -:un~~- .rman v~œ loi- ,,dl)tt.>:J 
ruprc-·t ;,rrul fccd ut~ J/r •:Oi,oalrd l'U:r'>"é'~ bt lb~ thr~ c-.qxcnm>t!"nh< o~.1LOO at 
diffe:r"i!Bifœdmtc.»J!l:·-O,I)fJ.2~gN, lh --(UJ71 (un.ifk)<1nd ür- 0.(~6 '~'t(> 

~:ropœ-~ in b~1 , Th~ Villœ{:) =~ .;d<:.:-ul-a1.ed <J:\%ctdu:ç t .. ., dr pôrtrnm~tt r rob.. 
~t rtm!ll-û-~3b~ 1 , Y~-"!i-ü2üsg·•, a-o ;)bdfl-:Hil tL~~ ~inHuJ =iih 
'·~· -ox~s a:g- 1 tt ~l l)nJ K:. -(•.>:; 15 tl.~ 1. 
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.J(.t~)f X, The -w,.•;.due ,,f !tmu., of •J33h- 1 is abo very d.(•Bt': ln 
tli;, ,·alu• ê!f •L'5 h-1 ~nkula!M during pbawl uf the f'lüC""". 
Ccms.equootly, J ms "lllue c/OJJ65 gg-1 h-l was. rhcmnln tlk'> 
~quel of the urtkl€ fcr furth~r sinru1atictlfi' Th~ }'":ys V>lh» 
h ~quai tc1 û 2(! s, g-i wtüdt h sHg.htly lov.<~r tb.;ul ~locted 

.)(:(o)rding to the bfbliography, ln ça~ a)( 8_ tubtilis @ff.tVif:t.lw œ 
,g.lut·ose.. outhors g.ei'J'l<nlly rep::.vt vaJJk.s roogtng fn.:tm 031 (Loo 
e,;d .• 19'-'7) to 0.46gg1 (Sou€1'<>1 nL 19\16}. Tb& k>W~<llueof 
th.;, gm"'1h ykld on glœœe is synouymous wilh a k•w en>~trgy 
~ffiden;:y. In om cJ;;o, lbü pb<>noma:~on œold oo ~xplmn.d 
by twe< foctc•rs. Hrut, xetmt.o hM bé&n d"""ct"d in the culillr~> 
m,:,<liurn n.nd tlius Tli!f'TII$oln0 lill &n>l'rg0tk kœ. S.,cond. lM l'"'"' 
~ne~ Qf ".-ul:\<trnte like gku:ntk ljçid in tm rol1uw mroium 

]~a:Js tc~ lhl" non-oxyd..:ltive '.: .. 'l::JUY0L').kJn of _f<)'Tll\>it.'i <:lod to a,;etJ.An 
(Kcyn.,1n et aL E15·h rti>prt~nring a poWnt:ial suppl<?m.ent •. uy 
le~ of en~rgy. Previoos t<.itperimet:rtal Ul~il$-UH:<J.n~ts dxJi) iu 
ow labornwry Jming bnkh Œltm" cf lJ. mbiiks Arec 6633 
in shalwn llllllk• in th~ pre•unce m both glœœe and glutmuic 
adJ (GUJ::& et iâL.1C•)4} alk~ th€' co.kulalion of Zx.-'S. vah.~s: 
abo,roü.~1gg-l do,.,totli.;, •?~!til' ofO.:llig g-l..._jmllterlbv tlw 
m.:.Jd. 

1\.kMm<rl ""d w;titlliii!>J b/Dn"'"" quantl!ks ln bk>reno:toc und 
in the K'Jlll o:.lloctc<r am repre•••Hed .in Fig. 4 0<'fl.l Th"\'f mr­
rœponJ to the "PPLi"'lilllm of tb> optimüatim otruJcgy "'11h 
ms ;Q.()55 B s: .. ·1 h-1 and Ks ;(o.()J5g L"1 Th• •mndud ct.\i­
.ctti<m of th<t N$idual "rr"r$ t.>lwoon B"f"'rl-ntal dot' and 
th~ modd outputs is oOC)uol to C•.83g. lt st...'tlld b.? D<:•tked 
lhJt t:tx;. err~,);f """--a.s 23?1~ higt.ii'.r in d:Jo@ caoo of rœ.uJts ~im­

u k1t~d witb <l f~ït<llneteu: subtets €<-.~ti:n:ult.ed "AJtl"' a ms of 
ü,J~ g.g-·1 b-1 .;c-ufir.ming~)-wçh.,.·)k.rc•f.;:1fn~ cif0,ù65gg1 b~l 
Tl-., eK•lutkn •:>f ll:re meMuroo volum• in Ute bkceador 
b <~pr<Metttéd ln Fig. 4 (riglll• ;ut>l fits witb th<> estiJn,;,ted 
valœs 
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5A. Ct:.")..'~"'"-rtr'latlt.i!J beti.-.r-ee!t t.tuYm spb~(ti' g.'~tYwth mtfün...t 
prorftinb:;ry 

Tm gm\'tth mté si mu lotioo is drue and th.& "'"Autirn ~urws 
fil:' fu11cti~)ns of rime- ku- thrèe different f~-d mtss ili~ gh--vn in 
Rg. 5. 

For ferl-baLth pha.,., H whut 6:<..11nit>g i• Œ:gli,gibk, th!> >r<>­
dtîri gn...'Vwth r~1M> incre.Jœ.s tü n?;J..::.h til? ~te-d Limit value of 

)!!lm = lir. 111<? brginnlng e<f tb;, Ji:, am C<WiflüV. iii pllllllê fli 
in<lih::e> m itta'f!a.s.? of the >lope <•f the p curw. ln Appendix 
A. Wû demon<>tri!le thal th€ limit mue of the 'l"!"':ific g;rov•tb 
rnte < 1111 be re,;::hOO and b gre<'ller thau lir. l"""ed thh lhnit 
VJiue h•<eqllill ((.L 

lie ms 

Mhm = 1 - (X (.';tM/ YX)$5m) + ( S,n :' X~111t) - 1l/ .fx_>S' J 

Re--mùts s.hown in Fi,g. 5 ,;;,;flfirrn. that tilt nwJn "'1-"lli:Ue-& of 
~!te: #pf'ci.fic gtowtb ratot~~ jf-tr.;>at JI"..e J~·er thm. p:1trn fe.- ea . ..:b 
<A.peri.m<!tlt Tbem:dol wa.extrap:Jli!!oo t.::•Jiv~ Jddltiülll!le"!'œr­
lm.ents lo..1 at f~OO rntüS of O.(XJ.S.~ OlJ22~ 0J)4t\ ü.li..l:.:! .;md 
0.06~ h-1. S:imublim» wcre performoo and tbe •tandJrJ d;,vi­

"tion of re•idunl•rron ""'• :in the r>ngê [1.09 g, 1..43 eJ .. Th" 
SIIf.lli' simulatÎOOB -il.> ÎU Fi,p:. 4 WE'Ie .:t}S>.) r\.."'1f<::m."floiild iJ.n•j W"Wi! 

corre la lOO to pv:xlutli,ily. Fig. 6 (kft dd*.' sltow• thal lM meon 
valu>? of s-pedfi<c gH.·"Nf·th ratB was a l.it1e<1r functic:o vf (hi:!> food 
rul•. This reoult conùrrn>!ld the mmarl; atxut tbe intluenc~ of tM 
f•ro r ilt0 on Jlw df<ets of lb• pbonŒruna of!*'""""" Il and pb300 
fiL Fig. 6 1 ri,Ç,ht !Ù.1t1) p1~nb tbe rccdœtivhy J-s a fm:rtioo of 
ltoo: me-un v:alu8i. of S(Elik g.n.:!Wth rate Ftn>!M. [t &t1ows rhaL 
in the rang~ f.l food raMs th.,.;''ft wt~s llBed .. the pn:dn::tivicy c'<1n 
oo "l'l'f<1Xiln.~!M by a lin.;cll rdatî<>n of th<è Jlli>an g;re<Wth nt!<l. 

Thenfom~ the lllit1tirn um mycç.-su btllin :p.rodudJVlty oorresponds 
to the rna:timurn gwwtb mw. The •P"""ilk prcdœtivily in 11\Y0Y. 
mbùlin wa. rnaxim1ll 1\:.r f""':lrale of O.OS6h-1 lt œ3:hed ùtë 

v{lLU>2 r::~f 1 -~7 mg cl( my<\::~~mhtiUn ,f!:-1 of biomass h-1 

Prodt.KtiDU of bkHmrfackmts by aerobic m.kro:.r_g,anhtru 10 

bictedotml; is fr~<IU<'ntly limhed by !lw fvatning 0-EF&C b; a 
DlCf'FJC""' in which tbbywbkm t.?wrn<>s an ad,'dlllii~W bK·> US<' 



üf tht? high :œ~::;t)very _p5:rc enta.giè:' of lhe bJogurfaa.:::t.ant in tht ü::!('Jm, 
In uur sttrly. ·tb~ (f.uHnuou~ re1noval cd· the :myr-.Js-tibtilin leJj 

v~~ J: roc:ovmy pen:.;mtage Jpprmx::btng H)ü~-. FcAunmg ~rflctY~-· 
al.s-(1 loads b:) the k;s~ of J. blo-rn ats cc(ncentr.ahon dE'temlinOO t(J lx< 
quitrè l.nde~iem of the bic~m<.1.-'i~ 'Dnclf!ntrati•:m in the bi(:Cif!il{'[{'lf 
Jlld nle ... \$llftd ,ll Alx:mt 2.:;; g, Lw·· 1, Th:is Iê'Stllt WJf. (t;mfinned tron.1 
an original modd th> t f"Crn:irs tlli> haudling eof d-w c""'• <Jft.:.lh 
exponentiall0d-baœh 3nd avt'rflowing ''IX'"'mial fed-batüb 
1l1e ("'lranl.;Here~tim.~nkm pemüttN th~ !ti mu lotion of the- f•U tput 

VZtl U.)S ,_:tf th.i> pi))C~SS t-':X .Ztlld \·"~;:;tXo:d W ith il glch:tl i!tand3:rddevi­
ation •.:)f OAB@ fen Lh,t tbrc~ o?-xperirne,nt~ tbt~t wtt:r~Z" us.OO for tl)!! 
paratn.+?lt)IEW·Eimatkm. Af~r&xtrJ{."Y.:~I.atingtbBmodeJ w fiVt>:<!ddi­
ticnal "xperitoont:L this NTor roowiood ac<:ept,bk lt sltowtd 
th<' gc.cù at<illty of tb• mede! lü p-~dk t th• l'"'"'"''; b?ba•ionr a>t 
dlff<'I~nt food rotes> Basi'd con thü lrn""'kdg~- mnst~nt-food:irtg 

strat~g.ies ZtUc~vrîng ·the grovAh of the rnktoQl1FtULs:m nt .SLtslJtin­

abk md (()nf.it.lrrl: s~dbr :;v.)'""i.h r~tlê~ as j t is (kl-lR in :~-xuüal 
Il2fTdm~ _prvcess ~'-mid ·œ const-Œre=d ff•r furth>Yr ptws-k""~ll)_f(l\'-J.I 
$ludies requinng • •texly-lltaœ> Fmm this mede!. a qum-bnŒlf 
rdati(Jnsltip OOt~wn prüductlvtty and the m~au spe-(;ifi( ~fCt\tlt.h 
rate obtam~d fro,_.mt simuJatiüus. v.-.x,. e'l<tlbl.isJwd, /v:t.'..;.)rdlng to 

!hb rdaù.:<llship.>pplying bighH fœdra!Bs would f'I ôh;hly lead 
tü a suppl e.mentary :f.Jin in ~-t"oductlvity. Thb prc>~Spect oJUld œ 
rft:rchOO hy go?U.lng .1 mor..:> effic.ient kMruîng using a.n.olh-t?:r t>1:t0 
of trnpdler thJJI wou Id hùld up • corutant vcAmne ofbroth during 
th0 0-EFBC' > Ho•wwr. th"' pi1.xltwtlvity of L~7 Illfl of myrosub­
titin g-l <Jf t.iomJss b- L obtainoo with tbi' hi~t teste<J fœd 
rn tc .::-·~f 11086 tJ-1 was bette:r thun ~1ny odl?r prOOunhity deter­
mîne.d Jn batc.h cultums with Il subtHiJ BBGlOO l,)~rving a 

s.i x.-foJd unpt-.JV>ctr..an L 

Ihi< wo:ck r~cd ,·ed the linrmdml •urrc<t from tl"' Univêt1!i!é 
d?s Sdenœ~ et T~ctin:::llüg1t?s de, Lllle~ the k.! gion Nord Piis œ 
·('.Jl ai:s and t:ht< Europe-an Fund.s for the Re:gio-nOO. [tcy~t.:Jprni>nL 

UUJ 

At timemstano=fJ.. befurethefEd-t\rt..:.,h~c-w..S::::::c~.., then If=')~ 
Fer a .steady s.-tate of the :fud-hlKh ~·ulturf3' ff()tn tlte tnodel ~ 21 

k> (4). "" cëwn l' lim = f.,.l'lt: 1/r 

In til~ fournmg pbJoo nf tb~ p-oc-. frcAfl Eq, 1 3). we bave 

V~=-~VX+l:S18 -5\fm-fnslFX, •lt !Jfr-=0 
LùDklog f;:)f the ste.ady \"ülue C:)f p. imp.:~s to L'()fislJer 

tt=~lbm andSascon!llJnts_ 
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So~ d.Sid =0 and l,abm~Tx,~;j%-"X==(Sm- Slf~n- ms lX, -:md 
tben. 

VX = rx~s (Sîn - Yt fm 
~( lun + l XBln$ ~ 

DHf-er~utiill:inf! tl:J.ii. two memœr;. o.f hJ- (-.. l\,J.·t I.em,js bf 

dVX 

From t~ro flow rat<' ;;. Fq rt ). lt Nn t:.l dedured that 
qn1/dt=( t/rJf.n· So. 

JVX = rx,: t s,. -S:• ( 2, .,l t;. 
df .t-tfun+I~ms ~r/ · 

Surotituting Fq, (A-2) imo (2'tl~.~ t<> 

~ = (i 1:'!"/~~~?>~Sm- S'Jftn- Xom)Îo 

Fl\)lll t..<\.3) ,;,rrl; AA). 

YX!S (S,. - si{~ ) Jin 
tf1nn + Fx./Sm$ \ r l 

ftttm Y.&/S l S·n - S -, i'~n - X oot;ln 
,ti.Itm+ fX./SYJS -. 

(A4) 

A~ the 'Pl'X"j' operat/s m >JThlll \'tl)Uo>;; of •ubsirat~ s « s,._ 
at .rea(jy ,,œœ we obtaln trom Eq. I.A5 ). 

l r ):~ rl'/SS.~ = ,l(lunYX·'SSm- Xl:tUI,Ut:n- Xc~tm~rXf$ 

});;sS .. •: I /Tl+ YrœmsXoo, 
f.lflm = ÏXiSSm- XOOl 

If X<m j;s: constmu. th~i• Sli'ady .st?JW v-aJI.Jt' or fk J:~trm) is grea ter 
!han the rd.,œnœ valu• imp:<>ed by tl"' f"'d rare. 

fM«in~ (L f:fj(hain. H-. 1 9(nf!). Û\1-ltl";il;'. &.tm:uti-::•n .nd Adaftr .. '<:<- C.:.:!titrul l~f 

Bk~~~ toro. Eb<:"!'l"titt. Anu«<rdatn. 
~nmâtm lt.<L Llpr~v-ok. (C ~)p;ti\. F.. X(R [l!ivemit:r -JH).(iD,g mrmblal 

rydt...e tJp~pe-pt1d~; 1!1.nin$ a:d~dm~_.ActP:llY--Uf:ll.(lf.UX': rehtJ>:t.Ehip$ u. 
4!-ci@.:B œw btQ.;ti~ ·J~('Dt~ 'CC®btu<tl t.~m- 1Jish T FA~..::u. S.::re~n tJ. 

!CIJ .. S% 
Cbnt.l1L Murnlfdl:", [1}4_ kttfl>! UWly G.fL 198L ln ~iru mb.:.t.i<ll Ni»n<:e­

~aoto;~il r.tK(•~rv. [~. Jn,l M.Y....t:ohv-J,.!2,69:5--.TOJ 
C.:1ûpt-:t. D,G_, t4r!o.D~ltl CR .. [)u:ff. ~UJL "fWj.uK. N •. 198L Hnh~-t<.:l 

pr.;:;.Ju,;::tka ~f :an:&rlift.:h~~m&...:...~u.~ ,s.(br.'#:; by t'<::fltinut'l\la<p:rcdu.:t r~:P\.'41 
.Jnd n1~"te1l o:Jtioo OOdruoo. AfV1 LfPI'iroo. tficro..-bot ..t2 1 3,c ~; .... u::.. 

[~·1.1- D,A., Lfnch. HC., V{lr.ky. J" 5J)i_ Th;t :tppH~..,.ttoo df<tuminit fqd~ 
~>!'OC,....'\tr:f d ~urb.r<:tin llr-An.il -1..-l-t-,:t;,5 AICC1 D3.1 cult~mH>.Bn%fm .. Mlu--;:::h. 
T...-dwd, ~, .U6-- J5.t 

G~v. C. ~B@'. E, "Jlao,g, 'L. Xiu L. ~(f•.S. hr.ut~t.m id->$rul6aati:.n ptobl~m 
t>f the· oonli:oe-~r dyr.tm:irnt ~:~tem u .. 1 mkr•::.bJttl O."'l'lti~ rulture:'L Appt 
M~ti:L Coocp.t.. 164 j_l,<., ..:1.76.-43.4. 



Gw-;::, J :iL, Lcd,(o~. V" Ikd:itlt. "hL 1-::•lru, H" J~Kv~. L 1üü4., 1n~>! ~f pH 
QD !he pt:t'4uction {If q·o,.,w.btdin Jfn art:ihJft.Pl m<'t.ilboiiœ. fr..,m hY-..~.ü 
.:JœittiJù %ith p.-...t:eDti.ù >:f?lk.at-bru in ~o-f~ $>Ctl.ùt P»>œ~ ~~nte.J .;tt 
the lotl?'nutil)n~J C œ~p~·m on .lli<::fXOCt':'~$ in h\l)d inJwtr.t.--:-. (K'IW~ July 
Jl--13. . .1(1(!.t, Clerm«:t...:Wmnd Fut:~œ 

K~·y-M:il. A., Strech?t.ltL W~Loch. TL, 1%4. Olummiœ. gluhmk ~dd. and 
,g)_yroly.mt: irliJ.,,..:iJ,'wf Sti/W:ii;, 1. fii,:;:.l. f:b>tm. 211 •.~J, 88]Ltf9L 

lec~re, 'tr .. Jk-drt ~L Ad>\lm, A .. GtJe~ JS,, Wt-!hdd. It {)~ru" M 
Tb-..iMtt P .. ÜIJJK~l E. CboH~t-~n MA. hcqœ;. P. ~((15. Charock'r­
imt~n-::...f J m.wtiul~ myçt:a:b:llm .yli'>ttr~...h::ing B.:. .... -{.'!üJ; srrbtilis amin 
and lt.& an~'')nbill.: octP:ity, Appt Ewrir-:~n. Mimbiot "71 ~ l(t 4577 ~458.t 

Ù>!. BS" Kim. EJ;. .. ::!(!().~. Lipt'~ph~ p~:~duu:1vn from ii~-.:_ illas .51"· ülH6 
mi~~ twi>~l •:n:y~Li.::n mN:iR'Od En::;:ym. Ml.:?h Ttt.:-h:rwL 35 6Y:,."M'? 

Le>!. t Üf.::"»!'L A-. At-!m M~M., 0....'-'tm•~b. MJ\t~. IWT. Supply-4lde aDi!J:lmL"' 
"''If ~'th<::~ Jks._.i!.'K<J ~t.fiJ;., oo gJocNA-CfU<Jt~ IŒ'd:ium: r..j:;;Jb:k- uetwcrk 

.tJkrWlti~~ aOO :1-dJ .::optimal.ityoAppl. .LJ:r--.1roo... Mki'OO.Jot 6!-,::h- 1'l{L..7 !~ 
~gd..f:lan:t. R. IJe~'poo:t. F. 199-t. Ttu-iru, a; :<>pocial dot<~ cl ~~b:.:rmm@: 

bpo:~œ~ b:K4o:~gi.;al -tnd fhJ--'ZKocb:!mic.l! ~<:'Ptlt~""- T!);:uoc:olngy 87 
d ~\J, l5 j. .. J;..j._, 

M,a.rbl:l!!!:t- ~"-, hmire:.:. CJ.T~- V-.tl"k F. l'tll&_ E:.ffui-L of gr~ tilVt on ~ PJO. 
düctil:ln d t!-~Joct.:::e::~~i>u>-!! from &élr:rir.~ ~~i m ll«dt':::a so-Jnilis w:iq;g 
glu~~ltmire-d ~:q.onera:UaUy fudl•<ttdl rulmœ·1<. Eluyrn Mao:ob. Te-..:hn!)L 
21~(-o) 5~1)-526, 

Mdnt:o"tf-'. J l Buoch. A~W. BuRA .kT. l'lQii_ ~oct-~in p.r,~dx-t»n. u. 
cr.tb.ln-:--00 in o:.hetr~t .;:uhu:f." ·wn.b l::4:Hn4t-;;..-r~:yd>:~\ Bt~ •. J:mol. B:t~. 
62 ( s:. J 1-t~m. 
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study the influence of the oxygen transfer rate on the synthesis of 
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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 02.r1.h-1
) of oxygen-limited growth could be obtained. A 25-fold 

increase of the specifie 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 BBG 100 carrying the constitutive P repU promoter instead of the natural P mye 

promoter. Transcript analysis of the fe nF gene belonging to the mye operon indicated that the 
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Pmyc 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 

(Grünewald 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, AL 

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, BBGIOO, is a mycosubtilin 

overproducing derivative obtained by Leclère 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 (Çalik 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 Pmyc 

promoter of the mye 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. BBG 100 was previously obtained in our laboratory by replacing the 

native promoter Pmyc of the mycosubtilin synthetase operon by a constitutive promoter Prepu 

originating from Staphylococcus aureus plasmid pUB 110. 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 g.r1
; (NH)2S04, 2.3 g.r1

, Glutamic acid, 2 g.r1
; 

K2HP04, 1 g.r1
; MgS04 0.5 g.r1

; KCl, 0.5 g.r1
; CuS04, 1.6 mg.r1

; Fe2(S04)3, 1.2 mg.r1
; 

MnS04, 0.4 mg.r1
• 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.l-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).r1
• 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 a void 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 BBG 100 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 

supematants 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 mycosubti1in C-16 and C-17 homologues identification was performed using 

a UV laser desorption-time of flight mass spectrometer (Brucker Ultraflex tof, Brucker 

Da1tonics) following the procedure described by Leclère et al., 2005. 

Glucose concentrations were deterrnined using a Dionex HPLC system with an organic-acid­

resin column (300 x 8 mm, CS-Chromatography) at 60°C. Samp1es were prefiltered on 0.45 

f.lm Millex-HV (Millipore). A 1 mM su1phuric acid mobile phase was pumped at a flow rate 

of 0.8 ml.min-1
• 

Enzymatic assay was used to analyse the L-glutamic acid (Enzytec Fluid, Scil Diagnostic, 

German y). 
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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 1.109 cells was sampled and added to the 

Ambion Ribopure RNALater solution (v/v), mixed thoroughly during 10 sand centrifuged 10 

min at -9°C and 11 000 g. The supematant 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 50 111 of a 10 mg.mr1 lysosyme solution. After 10 min of 

incubation at 37°C, 350 111 of RNA Wiz phenolic solution were added. Mechanical celllysis in 

the presence of 250 111 of zirconium beads was led for 10 min at maximal speed (Mixer Mill 

200). The lysate was then centriguged 5 min at 12 000 gand 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 gand 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 f..lg of total RNA and 0.5 111 hexamers 

(Invitrogen) to a final volume of 8.2 111 in H20. The mixture was heated at 65°C for 10 mn 

and cooled at 4 OC before the adding of 3 111 of 5X First Strand Buffer (Invitrogen), 1.5 111 of 

0.1M DTT (Invitrogen), 0.3 111 of 25 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Amersham), 1 111 of 

Rnase Inhibitor and 1 111 of SuperScript II (200 U/111. Invitrogen). Incubation of this mixture at 

42°C during 1 h was followed by the readding of 0.5 111 SuperScript II and a subsequent 

incubation at 42°C during 45 min. To estimate the level of expression of the mye gene coding 

for the mycosubtilin synthetase, a 398 bp PCR product belonging to the fe nF locus of the mye 

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 L12. Results were rescaled with respect to the 

experiment led at FVR=0.05. The following pair of oligonucleotides 5'­

GeTTeeGTTAAAGAAGeAAeTG-3' and 5' -AGAAGeGeeAAeTTeTTeAA-3' were 

used for rplL. The PeR mixture was done with the following reagents: eDNA, 0.5 11L; 10X 

buffer, 2,5 111; dNTP (2.5mM), 1111; Mgeh (25mM), 1.5 111; forward primer, 0.5 11L; reverse 

primer, 0.5 jlL, completed to 25111 with H20. 0.2 111 of Taq Gold (5U/jll) are then added to the 

mixture. The amplification conditions were 5 min at 94oe followed by 30 cycles: 30 s at 

94°e, 30 s at 56°e, 60s at noe and one cycle at noe for 5 min before conservation of the 

PeR product at 4 oc. 

Results 

OTR-monitored cultures of ATee6633 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 0 2.L-1.h-1 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. HPLe analysis showed that 0.45 g.r1 of glucose and 0.056 g.r1 of 

glutamic acid remained in the culture medium at 48 h (table 1). B. subtilis ATee6633 and 

BBG100 showed similar pH evolution for the different oxygen-limited growths. The pH 

dropped from 7.0+/-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 ATee6633. The 

mycosubtilin production increased with the strength of the oxygen limitation from 2.4 to 45.4 

mg.r1 (figure 2A). This result was amplified for the mycosubtilin specifie productivity as the 

increase ranged from 0.001 to 0.025 mg.g (DWr1 h-1 (table 1). In the case of the BBG100 

strain carrying the constitutive PrepU promoter instead of the native Pmyc. the mycosubtilin 

production remained quite constant in the range of 70 to 80 mg.r1 (figure 2B) and the specifie 
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productivity in the range of 0.033 to 0.035 mg.g (DWr1.h-1 (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 BBGIOO (figure 2D) was lowered in comparison to ATCC6633. 

Oxygen dependent regulation of the native Pmyc promoter of ATCC6633 was inspected 

through a transcript analysis performed on the fenF gene that belongs to the mye 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 Pmyc 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.r1 (figure 4). Alternatively,fenF was slightly repressed at n=4 

and FVR=0.4. In this experiment, the mycosubtilin production at 24 h interstingly dropped to 

4.5 mg.r1
• 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 tes ting of a higher FVR of 0.4 which led to a dramatic drop in the lipopeptide synthe sis. 

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, o-Ser-n-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 BBGIOO strain 

carrying the constitutive PrepU promoter instead of the native Pmyc· It was suggested that 

oxygen metabolism could interfere in the regulation of the native Pmyc 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 BBGIOO was lowered in comparison to ATCC6633. Duitrnan et al., 

2007 showed that the expression of both lipopeptides was clearly not coordinated as the sifA 

operon was mainly regulated by the response regulator ComA and the mye 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 0 2.l-1.h-1
, during growth 

of B. subtilis ATCC6633 in RAMOS flasks with a filling volume (FV) of 10 ml(-+-), 25 ml(­

•-). 42 ml (-_Â-) and 60 ml (-•-). 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.r1 during growth-limited cultures of B. subtilis ATCC6633 and BBGlOO in 

RAMOS flasks with different filling volumes of 10 ml ( -+-), 25 ml ( -•-), 42 ml (- Â-), 60 ml (­

•-). 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-lirnited 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 fe nF gene of B. subtilis 

ATCC6633. Comparative RT-PCR gels for fenF and rplL and the rplL 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 

theFV. 

Figure 4 : Evolution of the mycosubtilin production (expressed in mg.r1
) 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.r mycosubtilin qp 
Strain 

(ml) (gX') ') (mg.r') (mg.g (DW) _, h"1) 

10 6.02 15.2 0 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 11.2 0.45 0.056 45.4 0.025 

10 5.96 15.7 0.07 0.016 82.2 0.033 

BBG100 42 5.88 12.2 2.8 0.039 72 0.037 

60 6.10 12.3 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 varions 

phytopathogens. Different homologues with fatty acid moiety varying from C15 to C17 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 bath the B. subtilis ATCC 6633 strain and 

BBG 100, 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. W e also point out that lower growth temperature led to an increased proportion 

of odd-numbered fatty acid homologue as a consequence of the de nova synthesis Cl7 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)). Sorne 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 13-

amino fatty acid (iturins) or 13-hydroxy fatty acids (surfactins and fengycins). The length of 

the fatty acid moiety may vary from C13 to Ct6 for surfactin, from Ct4 to C17 for iturins and 

from Ct4 to Cts 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 et 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 supematant cultured at 30 oc revealed that the two main mycosubtilin 

homologues produced belong to c,6 and c17 homologues (Leclère et al., 2005). The 

mycosubtilin gene cluster spans about 38 kb and consists of four ORFs designated fenF and 

myeA, myeB and myeC, ail of them being under control of the mye promoter (Duitman et al., 

1999). The subunits encoded by the three mye 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 Botrytis einerea, 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, C17 homologues are 20-fold more active 

against pathogens than the Ct4 isoform (Jacques et all999, Touré et al2004). 

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 DH5a (Promega), used for transformation and amplification of recombinant 

plasmid DNA, was grown at 37 °C in Luria-Bertani medium supplemented with ampicillin 

(100 f.lg/ml) or chloramphenicol (5 f.lg/ml) when required. Conventional calcium-shock 

procedure was used forE. coli transformation (Sambrook et al 1989) whereas B. subtilis was 

transformed as described elsewhere (Jarmer et al 2002). Allliquid cultures were performed in 

Landy medium (Landy et al., 1948). a-amylase activity was detected by growing Bacillus 

colonies ovemight 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 mye operon, a lacZ-reporter gene was obtained using 

vector pDG 1661 which contains the ribosomal binding site of the B. subtilis spo VG gene 

fused to a promoter-less LacZ cassette (Guérout-Fleury et al. 1996). The mye promoter 

fragment to be tested was obtained by PCR using the primers pMYCfo 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 pBG 111. This latter was used to insert the reporter construct into the B. subtilis 

ATCC 6633 amyE locus, giving rise to strain BBG 117. 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 fJ-galactosidase assays 

p-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-1 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 C18 

Maxi-Clean cartridges (1 ml bead volume, Alltech, Deerfield, IL), washed successively with 8 

ml of water and 8 ml of H20/methanol mixture (1:1, v/v). Lipopeptides were then eluted with 

5 ml pure methanol, dried under vacuum and resuspended in 100 111 of methanol. 

Mycosubtilin concentration was determined by RP-HPLC on a Waters apparatus using a 

VYDAC 218 TP C18 column (250 x 4.6 mm, 5 11M packing, VYDAC, Hesperia, CA). The 

mobile phase was a acetonitrile/H20/trifuoroacetic acid mixture (40:60:0,5, v/v/v). Samples 
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(20 Jll) were eluted at a flow rate of 1 ml min-1
. 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 (Leclère et 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 BBG 100, 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 nwr1 at 25 oc to 

1 mg (mg DWr1 at 37 oc for the wild-type strain ATCC 6633, whereas it decreased from 123 

mg (mg nwr' to 16 mg (mg DWr1 for BBGlOO in the same conditions. For both strains, a 

regression analysis between the mycosubtilin concentration and the temperature led to a 

coefficient of determination (R2
) of 0,99 and 0,98 for ATCC 6633 and BBGlOO, 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 lb). 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 mye expression. 
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The multienzymatic complex involved in mycosubtilin biosynthesis is encoded by the 

mye operon. To further characterize the influence of growth temperature on mycosubtilin 

production, a mye-laeZ reporter gene fusion was constructed and the expression of mye was 

determined at different temperatures. As a few information is available on the mye promoter 

sequence, the intergenic region between the upstream pbp gene and fenF, the first gene of the 

mye operon was cloned and fused to a spoVG-laeZ promoter-less cassette. 

Strain BBG 117, a B. subtilis ATCC 6633 derivative containing the mye-laeZ reporter fusion 

was grown at different temperatures and the ~-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 ~-galactosidase activities were maximal in the 

samples collected during the transition phase, suggesting that mye expression is maximal at 

that culture period. The expression of mye then decrease during the stationery phase. 

However, for ali the temperatures tested, the ~-galactosidase activity profiles were not 

significantly different, indicating that mye expression seems to be temperature independent. 

To further characterize the influence of the temperature on mye expression, the mRNA 

of fenf, the first ORF of the mye operon, was quantified in cold stress condition and compared 

to that obtained at 37°C. Therefore, mRNAs ofjenF and espB, encoding the major cold shock 

protein, were quantified by RT-PCR using, rplL mRNA, encoding the ribosomal protein Ll2, 

for data normalization. As shown in Figure 3, the significant increase in the mRNA level 

observed for espB at 20 oc 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 mye 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 

BBG 100 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. Cl5 and C17) could be 

observed at lower temperature for both strains. By contrast, the proportion of the C16 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 

BBG 100 strains were frrst 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 C 16 and C 17 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 ali 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 BBG 100 

yielded similar results (data not shawn). 

4. Discussion 

In its natural environment, the surface layer of sail, 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 blacks 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 Cts and Cn species (Kaneda, 1977). 

These latter were shawn 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 shawn 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 cannat 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 a-keto-~-methylvalerate and 2-methyl-butyryl-CoA, which bath 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 ante iso C 15:0 and C 17:0 fatty ac ids from iso leucine 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 

mye 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 analogons to other nonribosomal peptides 

(Duitman et al., 1999). It was also recently demonstrated by chaise experiments that sorne 

flexibility exist in the lengh of fatty acid group incorporated in mycosubtilin molecules 

(Hansen et al 2007). Ali 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 bath 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 C1s and C17 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 mye at low temperature since (i) mye 

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 

BBGIOO. Therefore, this increased level of production could rather results from a higher tum 

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 RB 14 in solid-state fermentation for an other iturin, iturin A (Ohno et 

al1995, 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 ac, it is no surprinsing that the lipopeptide 

production mechanism seems to be adapted to those low temperatures. 
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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 BBG 117 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 ofthe C15 (black), C16 (Fleischmann et al., 1995) and C17 (Toure et 

al., 2004) mycosubtilin homologues determined for B. subtilis ATCC 6633 (A) and the 

mycosubtilin overproducing strain BBG 100 (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 t-test at P<0.05. 
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Table 1 

Plasmids and strains used in this study 

P1asmids 

pGEM-TEasy 

pDG1661 

pBG107 

pBG111 

Prim ers 

pMYCfo 

pMYCrev 

AmyEfo 

AmyERev 

fenFfo 

fenFrev 

rplLfo 

rplLrev 

cspB Fo 

cspBrev 

B. subtilis strains 

ATCC6633 

BBG100 

BBG117 

Description, structure or sequence (5'-3') 

Cloning vector 

lntegrative vector at amyE locus 

pmycS promoter into pGEM-T Easy 

pmycS ~lacZ into pDG 1661 

CGTCAAGAATTCTTTATCATTCCATATATACG 

CGTCAAGAATTCTTTATCATTCCATATATACG 

GGAAGCGGAAGAATGAAGTAAGAGGG 

GGAAGCGGAAGAATGAAGTAAGAGGG 

CAAAATGCAGATCCTGAGCA 

GGCATAGTCATGTGCGTTTG 

GCTTCCGTTAAAGAAGCAACTG 

AGAAGCGCCAACTTCTTCAA 

AAAAGGTTTCGGATTCATCG 

AACGTTAGCAGCTTGTGGTC 

wt 

ATCC 6633 myeS controlled by repU promoter 

ATCC 6633 amyE::pmyc-lacZ 
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Source, restriction site 

Promega 

Guérout-Aeury et al1996 

This work 

This work 

Eco RI 

BamHI 

Lab stock 

Leclère et al 2005 

This work 



Table 2 : Repartition of the Cl6 and C17 mycosubtilin homologues produced by B. subtilis 

ATCC 6633 cultured for 72 hat 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 : non-deterrnined. Significance of the difference between the data was 

determined by a Student' s t-test at P<0.05 

Temperature ATCC 6633 

C16 (%) C17(%) 

Tot (B/L) Tot (B/L) 

25 29 (ND) 71 (63/8) 

30 37 (ND) 63 (53110) 

Down-shift 18 (ND) 80 (69111) 
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BBGlOO 

C16 (%) C17 (%) 

Tot (BIL) Tot (B/L) 

20 (ND) 80 (66114) 

23 (ND) 77 (57/20) 

11 (ND) 89 (69/16) 
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ANNEXES 

La séquence d'opérations de traitement des cellules issues de la condition témoin et de 

l'essai décrites au § 4.3.1.1. est réalisée comme suit : extraction des ARNs, contrôle 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 l'image scannée avec le 

logiciel Genepix. Les paramètres du traitement des données sous Midas, décrits au § 2.5.4., 

sont réglés aux niveaux précisés sur la figure A. 

Flead f7ip-dye pair{s} 
'- Input file p,_..ir·(œ.) 

'. ')ne Bao-::1 Ch.annel T·::.leronce: Polio:y 

'\ Uoe ch•nnol A fl "9 

'\. U12e ch~nr.rel B flag 

" Ch..ann .. ~l A bacJ:.g~ . .-ound ch-:-ddng 

'\. C.Mnnel B background check.in9 

'\. Si·3n.a.l/.f>bi~ thre!::!hc·ld 

Total /ntenfû!y r.o.rrnaUzatioo 

' Refo:rence 

Lo~ess {LocfitJ normaNzath.",",n 

' 1100.. 
'- Sm:::..::.th p3-r~ete.1· 

'\. Refere.n·:=e 

Ft{p âye cvnsist.er:rcy che.c.i<ing 
'- Data trim option 

'\. Cr·=-!i:!~ log-r·at.io data k~p r.ange 

Sbœ atuJ.fysis 

' S'lice d.ata popul~·tio.n 

"~.... Data ke:ep rang~ l•::>ver linit 

"\ D~ta .keep range upper lillit 

Cl~ck to .aee-

Stringent 

Y>!:D 

Y~D 

Y~c 

Yeo 

1.1 

Cy1 

block 

0.13 

Cy1 

SD eut 

2.0 SD 

Infini ty 

Figure A: Valeur des différents paramètres du traitement des données effectué grâce 

au logiciel Midas à partir des données brutes issues du traitement par le logiciel 

GenePix des puces hybridées en flyp-dye. Les cibles étudiées sont issues de 

prélèvements réalisées lors de cultures de B. subtilis BBGJOO sur milieu de Landy 

modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7.0 additionné d'isoleucine à 2 g/L 

(essai) ou non (témoin). 

Les ARN issus de la condition témoin sont marqués alternativement par Cy3 et Cy5. 

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 à pouvoir retirer 

1' 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 CyS sur la voie B. Les résultats des phases principales du traitement des données 

peuvent être visualisés sur les différents graphiques présentés ci-dessous. 

About thic a.na.lysitJ m:;.dule: 
- exp<Grim.ent data file: 
- total r:tata. count; 

imi filt 

About t,hic analysio module' 

Gl20Gl B50C5-670C3,roov 
9216 

data count' 87 31 

- experim;;mt, data file' Gl20G2 B50C5-670C3 ,mev 
- tot,al r:tata count, 9216 
- post -J;>reliminary filtQring da.ta count, 8635 

Figure B: Représentation du logarithme en base JO des intensités des spots lus par le 

scanner GenePix à partir des puces hybridées enflyp-dye (Gl20Gl et Gl20G2). Les 

spots représentés ont été conservés après exclusion des spots flaggés et après 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 

fonction de la condition témoin marquée par Cy5. Les cibles étudiées sont issues de 

prélèvements réalisées lors de cultures de B. subtilis BBGJOO sur milieu de Landy 

modifié tamponné par du MOPS 100 mM pH 7.0 additionné d'isoleucine à 2 g/L 

(essai) ou non (témoin). 

La figure B montre que pour les puces G120Gl et G120G2, 485 et 581 spots 

seulement sont exclus par le traitement des données après le flagging et le seuillage du bruit 

de fond. La distribution des spots autour de la bissectrice est homogène rendant compte de la 

qualité des données. 
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G120Gl 850CS-670C"1.mev 
- proc.;,cmed data count: 9711 

About thia ·'inalysis m5dule' 
- 8}:p€!1:iment data file: G120G2 g50C5-670C3 ,m.;>V 

- procesoed data count' 8615· 

Figure C: Représentation de l'intensité des spots de la figure précédente après 

traitement par l'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 1 O. 

Le lissage des données par l'algorithme de LOWESS permet d'homogénéiser la 

distribution des spots autour de la bissectrice (figure C). Dans notre cas, l'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 Cy5. 

L'analyse de consistance des données du flip-dye (figure D) permet de vérifier sur un 

même graphique que la distribution des intensités des spots de la puce G l20G l et de celles de 

la puce G l20G2 est homogène. 

284 



G120G1 S50CS-670CJ_G120G2 8S.Oe5-670C3 
460 

Figure E: Représentation des intensités des spots conservés après analyse des niveaux 

d'expression des gènes effectuée à partir des données issus du flip-dye sur la base de 

l'exclusion des spots dont la valeur est comprise entre +l-2u 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 1 O. 

L'analyse finale basée sur l'exclusion par découpage des spots dont la valeur est comprise 

entre +/-2o de la valeur moyenne de la distribution des valeurs des spots permet de conserver 

460 spots correspondants à des gènes exprimés de façon différentielle entre la condition 

témoin et la condition essai (figure E). 

L'analyse des duplicats permet finalement, grâce au traitement détaillé au § 2.5.4.2. 

d'établir une liste d'une centaine de gènes significativement régulés. 
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