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Résumé

Des souches de Pseudomonas ont été isolées a partir d’échantillons de sol contaminés par les
hydrocarbures ou par de I’huile végétale et d’effluent industriel en vue d’en sélectionner les
bactéries ayant un potentielle de production des molécules biosurfactantes. Le criblage a été
réalisé en s’appuyant essentiellement sur la mesure de la tension de surface et 1’activité
émulsifiante. Trois souches ont été choisies pour leurs activités biosurfactantes et émulsifiantes
intéressantes. Une identification phénotypique et moléculaire des souches sélectionnées a été
réalisée en se basant essentiellement sur le séquencage de leurs ARNr 16S et dont 1’arbre
phylogénétique a révélé qu’il s’agit de souches sont génétiquement trés proches et appartiennent
au groupe des Pseudomonas putida avec une grande similarité au Pseudomonas alkylphenolica
KL28 (99%). L’étude de I’applicabilité des biosurfactants produits a été évaluée en testant leur
stabilité a des conditions extrémes de pH, Température et salinité. Les résultats ont révélés que
ces biosurfactants ont maintenu leurs activités a un intervalle de pH compris entre 6 et 12, a une
température allant jusqu’a 80°C et a une forte salinité (10%). L’étude du potentiel des souches
productrices des biosurfactants dans la dégradation du diesel dans les sols contaminés a été
réalisée pour une durée de 1 mois. Les résultats ont montré que les 3 souches possédent une
capacité de dégradation du diesel sur sable avec des débits d’élimination considérables. Une
identification de la nature chimique des biosurfactants produits en utilisant une
chromatographie sur couche mince (CCM) et la spectrométrie de masse MALDI-ToF sur des
surnageants semi-purifiés par une précipitation acide a révélés que ces molécules sont de nature
lipopeptidique et ayant des masses comprises a I’intervalle de masse des syringafactines.
L’identification structurale de ces molécules a été effectuée en spectrométrie de masse faite sur
les biosurfactants purifiés par des techniques chromatographiques et membranaires et des
études bioinformatiques sur le génome bactérien séquencé. Les résultats de cette identification
ont été obtenus en combinant les révélations issus de ces 2 dernieres techniques a montré qu’il
s’agit de 2 lipopeptides ayant des structures inconnus et qui sont ~89% similaires aux
Syringafactines et aux cichofactines. Une optimisation des conditions de culture a été ensuite
réalisée en utilisant des plans d’expériences qualitatifs et quantitatifs. La fermentation Batch
réalisée dans les conditions optimisées a montré une augmentation de la production des
lipopeptides d’un facteur de 2,6.

Mots clés : Pseudomonas, biosurfactants, bioémulsifiants, bioremédiation, syringafactines,
Optimisation
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Abstract:

Pseudomonas strains have been isolated from hydrocarbon-contaminated soil, industrial
effluent and vegetable oil samples for the purpose of selecting bacteria having the potential of
biosurfactant molecules production. The screening was carried out based essentially on the
measurement of the surface tension and the emulsifying activity. Three strains have been chosen
for their interesting biosurfactant and emulsifying activities. A phenotypic and molecular
identification of the selected strains was carried out based essentially on 16S rRNA sequencing
and whose phylogenetic tree revealed that the 3 selected strains are genetically very close and
belong to the group Pseudomonas putida with great similarity to Pseudomonas alkylphenolia
KL28 (99%). The study of the produced biosurfactants applicability, was evaluated by testing
their stability under extreme conditions of pH, temperature and salinity. Results revealed that
these biosurfactants maintained their activities at a pH range of 6 to 12, at a temperature of up
to 80°C and high salinity (10%). The study of the biosurfactant-producing strains potential in
diesel degradation in contaminated soils was carried out for duration of 1 month. Results
showed that the 3 strains possess a capacity of diesel degradation on sand with considerable
disposal rates. An identification of the produced biosurfactants chemical nature using thin layer
chromatography (TLC) and MALDI-ToF mass spectrometry on semi purified supernatants by
acid precipitation revealed that these molecules have lipopeptidic nature and having masses
within syringafactins mass range. The structural identification of these molecules was carried
out using purified biosurfactants on chromatographic and membrane techniques by mass
spectrometry and bioinformatic studies of the bacterial genome sequenced. Identification
results were obtained by combining the revelations resulting from these two techniques and
showed that the produced molecules are 2 new octalipopeptides and are ~ 89% similar to
Syringafactins and cichofactines. Optimization of the culture conditions of the produced
lipopeptides was then carried out using qualitative and quantitative experimental designs. Batch
fermentation carried out under the optimized conditions showed an increase in the production
of the alkylfactins by a factor of 2.6.

Key words: Pseudomonas, biosurfactants, bioemulsifiers, bioremediation, syringafactin,
optimization
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AVANT PROPOS

Les Surfactants sont des substances amphiphiles ayant des propriétés tensioactives et qui
sont capables de réduire la tension inter-faciale entre deux liquides ou un liquide et un solide
ce qui augmente de plus en plus leur intérét pour leurs applications dans des différents domaines
industriels. Cependant les surfactants d’origine chimique, notamment issus de la pétrochimie
présentent une limite de leur utilisation & cause de leur forte toxicité et leur faible
biodégradabilité d’ou le recours a I'utilisation de substances de nature biologique comme un
alternatif plus bénéfique pour I’environnement appelés Biosurfactants.

Les Biosurfactants sont des tensioactifs naturels produits par différents microorganismes
notamment les bactéries, les champignons et les levures. Ces molécules sont généralement
produites par des microorganismes isolés a partir des surfaces contaminés par les huiles
organiques et les hydrocarbures et ayant la capacité d’utiliser ces substrats comme source de
carbone. Les bactéries du genre Pseudomonas sont bien connues pour leur capacité a utiliser
certains contaminants comme les huiles végétales les hydrocarbures, les huiles minérales
comme source de carbone pour produire les biosurfactants ce qui en fait de bons candidats
notamment dans les processus de bioremédiation. En effet, les biosurfactants sont capables de
s’accumuler entre deux phases immiscibles et réduire la tension inter-faciale augmentant ainsi
la solubilisation des contaminants faiblement solubles dans 1’eau et facilitant ainsi I’accés et la
dégradation de ces substances par les bactéries.

Les biosurfactants derivés des Pseudomonas sont aussi impliqués dans plusieurs
fonctions bactériennes comme 1’essaimage et la colonisation par le changement de la viscosité
de surface comme c’est le cas pour les viscosines, 1’attachement et la formation des biofilm
comme pour les putisolvines et les arthrofactines. Ils ont aussi la capacité de protéger les
bactéries contre les composés toxiques et les métaux lourds en les encapsulant a I’intérieur des
micelles qu’ils forment. Ces différentes propriétés ainsi que leurs importantes activités
biologiques démontrent 1’étendue considérable de leur spectre d’application dans les domaines
environnementaux, industriels et agronomiques.

Cependant, la production des biosurfactants a une grande échelle et leur
commercialisation est une contrainte due aux faibles quantités produites et au codt relativement
¢levé des procédés de purification et des milieux de cultures bactériennes utilisés. D’ou la
nécessité de renforcer la maitrise de la production de ces molécules et 1’utilisation de procédés
de bio-séparation plus efficaces et moins couteux.

L’objectif de ce travail est de caractériser de nouveaux biosurfactants produits par des
bactéries du genre Pseudomonas isolées a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures,
d’étudier leur potentiel tensioactif et leurs propriétés émulsifiantes et de les identifier en
utilisant une approche combinée entre la spectrométrie de masse et la bioinformatique. Une
méthode simple de séparation et de purification de ces molécules sera ensuite élaborée ainsi
que des conditions de culture optimales pour augmenter leur productivité.
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Introduction

1. Synthese bibliographique

1.1. Les biosurfactants

Les biosurfactants représentent un groupe divers de molécules tensioactives qui sont
principalement synthétisés par différents types de microorganismes incluant les bactéries, les
champignons et les levures et qui sont généralement produits d’une maniére extracellulaire ou
en faisant partie de la membrane cellulaire (Mata-Sandoval et al., 1999). La plupart des
microorganismes produisant des biosurfactants sont isolés a partir des milieux contaminés des
hydrocarbures provenant des huiles organiques comme le pétrole issus souvent des effluents

industriels.

Les biosurfactants ont une structure amphiphile contenant une moitié hydrophobe qui est
formée généralement d’une longue chaine d’acide gras ou d’acide gras hydroxylé avec des
différentes longueurs de chaine, et la téte hydrophile qui peut étre un acide aminé, un
carbohydrate, un peptide, un alcool, un acide carboxylique ou du phosphate (figure 1). Ainsi

les surfactants contiennent a la fois une partie soluble dans I’eau et une partie insoluble

Partie hydrophobe Partie hydrophile

/Y

Fig. 1 : Schéma d’une molécule biosurfactante

Les biosurfactants agissent en s’accumulant entre deux liquides immiscibles ou une
interface liquide/solide par la réduction de la tension de surface (Liquide/Air) ou de la tension
interfaciale (Liquide/Liquide) responsables de la répulsion entre les différentes phases, ce qui
permet de les mélanger et d’augmenter leurs propriétés de solubilisation, a I’identique des
surfactants chimiques. Les biosurfactants permettent ainsi la solubilité des substrats faiblement
solubles dans 1’eau, et facilitent leur assimilation par les microorganismes. Ces molécules

permettent aussi 1’émulsification des substrats carbonés et de faciliter ’adhésion des cellules
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aux hydrocarbures afin de Iutiliser comme un substrat pour croitre (Navon-Venezia et al.,
1995).

Récemment I’intérét de I’utilisation des biosurfactants a augmenté en raison de leur
diversite, et flexibilité dans les opérations unitaires industrielles, ainsi que leur impact réduit
sur ’environnement par rapport aux surfactants de nature chimique en raison de leur faible

toxicité et de leur forte biodégradabilité (Santos et al., 2016).

1.1.1. Classification des biosurfactants selon leur nature chimique

Les biosurfactants sont classes en se basant sur la diversité de leur structure qui est généralement
dépendante du microorganisme qui la synthétise. Les biosurfactants se répartissent en deux
groupes majeurs qui sont : les substances a un petit poids moléculaire subdivisés en six groupes
principaux qui sont : les lipopeptides, les glycolipides, les phospholipides, les tréhaloses et les
acides gras, et les substances avec un grand poids moléculaire comme les polymeres

microbiens.

1.1.1.1. Les lipopeptides

Les lipopeptides biosurfactants sont des molécules formées d’une chaine d’acide gras li¢ a un
peptide produites principalement par des bactéries du genre Bacillus et Pseudomonas ou
également par des champignons et des levures comme Streptomyces, Aspergillus, Serratia et
Actinoplanes (Liu et al., 2015). Les lipopeptides sont répartis en des molécules cycliques ou
linéaires selon leurs structures chimiques. Les lipopeptides cycliques ont une structure
moléculaire cyclique avec la formation d’une liaison entre le groupement carboxylique a
I’extrémité C-terminale de la chaine peptidique a un groupement amine de la chaine ou au
groupement hydroxylé de I’acide gras attaché, tandis que les lipopeptides linéaires contiennent
une chaine peptidique linéaire connecté a un acide gras attaché au groupement a-amine de la
chaine (Liu et al., 2005).

1.1.1.2.  Les glycolipides

Les glycolipides sont les biosurfactants majoritairement produits. Leur structure est

formée par une partie lipidique attachée a un carbohydrate dont la liaison est assurée par un
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groupement ester ou éther. Parmi les glycolipides, on distingue principalement les
rhamnolipides, les sophorolipides et les tréhaloses.

a) Les rhamnolipides

Les rhamnolipides forment un groupe de biosurfactant qui est largement étudié et qui est
produit par différentes especes de Pseudomonas. Ces molécules sont des glycolipides dans
lesquels un ou deux rhamnoses sont attachés a une ou deux molécules d’acide pB-
hydroxydécanoique. Ces résidus peuvent étre a la fois saturés ou bien I'un peut étre saturé et
I'autre insaturé avec une ou deux doubles liaisons. La partie lipidique est attachée au rhamnose
par une liaison O-glycosidique tandis que les deux groupes 3-hydroxyacylés sont réunis par la
formation d'une liaison ester (Karanth et al., 1999, Shaw 1975). Les rhamnolipides sont
majoritairement produits par Pseudomonas aeruginosa et sont des biosurfactants efficaces
appliqués a la dégradation des substances hydrophobes des sols contaminés (Rahman et al.,
2007).

b) Les sophorolipides

Les sophorolipides sont des groupes de biosurfactants produits par Torulopsis sp. lls
consistent a un sucre dimérique : le sophorose attaché a un acide gras hydroxylé par une liaison
B-glycosidique (Asmer et al., 1988). Le sophorose consiste a un diholoside constitué de deux
unités de glucoses reliées par une liaison osidique f. Il existe deux types de sophorolipides : les
sophorolipides acides ayant un acide carboxylique libre dans la partie lipidique, et les
sophorolipides lactoniques qui forment un anneau lactone macrocyclique avec le groupement
4-hydroxy du sophorose par une estérification intramoléculaire (Hu et Ju., 2001). Les
sophorolipides sont appliqués dans le domaine cosmétique comme agents bactériostatiques et

antipelliculaires.

c) Les tréhalolipides

Les tréhalolipides sont des biosurfactants principalement produits par des bacteries du
genre Mycobacteriums et Rhodococcus, et présentent des propriétés biologiques et
physicochimiques intéressantes. Ce sont des tréhaloses disaccharides liés en position C6 et C6’
a I’acide mycolique et associé a la paroi. Les acides mycoliques sont des acides gras formés par
une longue chaine a- ramifiée -p — hydroxylé (Lang et Philp, 1998). Les tréhalolipides des
differents organismes se distinguent par la structure et la taille de leur acide mycolique, ainsi

que de leur nombre d’atomes de carbones et leur degré d’insaturation. D’importants domaines
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d’application ont ét¢é mis en évidence pour ces molécules et notamment les
succinoyltrehalolipides qui possédent une activité d’induction de la différenciation des lignées
cellulaires de la leucémie (Sudo et al., 2000), et d’inhiber I’activité de la protéine Kinase C de

la lignée cellulaire HL60 de la leucémie promyélocytaire humaine (Isoda et al., 1997).

1.1.1.3. Les phospholipides

Les phospholipides sont connus comme des composés majeurs qui forment les
membranes cellulaires microbiens. Ce sont des lipides polaires qui se trouvent naturellement
dans les membranes des cellules animales, végétales et des microorganismes. Les
phospholipides forment une membrane semi-perméable qui joue un réle important dans la
séparation, le transport et la protection des constituants cellulaires, aussi bien que d’assurer
I’intégrité cellulaire. Les phospholipides consistent en une structure d’un glycérol et de deux
acides gras attachés a un acide phosphorique (Erikson ., 2008). La chaine d’acide gras constitue
la queue lipophile apolaire, tandis que la partie contenant 1’acide phosphorique et les

groupements qui y sont attachés forment la moitié hydrophile.

1.1.1.4. Lesacides gras

Certain microorganismes sont capables de former des acides gras libres lorsque ils sont
cultivés en présence des n-alkanes par oxydation (Desai et Banat, 1997). Les acides gras ayant
des longueurs de chaine entre C12 et C14 Se montrent les plus tensioactifs. Plusieurs acides gras
d’origine microbienne présentent des groupements hydroxyles ou des résidus alkyles. Certains
de ces acides gras complexes comme 1’acide corynomycolique ont été definis des puissants
surfactants (Fujii et al., 1999).

1.1.1.5. Les polyméres microbiens

Les biosurfactants polymériques sont des polymeres ayant un grand poids moléculaire et
qui consistent en des polysaccharides, des protéines, des lipopolysaccharides, des lipoprotéines
ou un mélange de ces polymeéres. Les polymeéres biosurfactants sont produits par une grande
variété de microorganismes et ils possedent des importantes propriétés comme la haute
viscosité, la force élastique et la résistance au cisaillement. Parmi les polymeres biosurfactants
on distingue essentiellement 1’émulsan produit par Acinetobacter calcoaceticus, le liposan
produit par Candida lipolytica et le lipopamanan produit par Candida tropicalis (Karanth et al.,
1999).
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Les biosurfactants peuvent également étre classés selon leur charge ionique de la partie
polaire de la molécule, ainsi on distingue les biosurfactants anioniques, cationiques, anioniques
et les zwittérioniques qui se caractérisent par la coexistence de parties chargées négativement
et positivement (Van Ginkel, 1989). En outre, la classification des biosurfactants peut aussi étre
basée sur leur équilibre hydrophile-lipophile (HLB) qui affecte directement leurs propriétés
physico-chimiques (Tiehm, 1994). Cette valeur indique si le biosurfactant favorise 1’émulsion
de I’eau dans I’huile ou I’huile dans 1’eau en le comparant a une valeur HLB des biosurfactants

connus.

1.1.2. Les propriétés fonctionnelles des biosurfactants

En raison de leur structure amphiphile, les biosurfactants augmentent la surface
préoccupée par les molécules hydrophobes peu solubles dans 1’eau et la biodisponibilité de de
ces substances dans 1’eau en changeant les propriétés de surface. L’activité de surface rend les

biosurfactants d’excellents agents émulsifiants, moussants et dispersants.

1.1.2.1. Propriétés tensioactive et micellaire

L’efficacité et le rendement sont les caractéristiques essentielles d’un bon biosurfactant :
L’efficacité est mesurée par la concentration critique micellaire CMC, et le rendement est lié a
la tension de surface (liquide/liquide) et la tension interfaciale (liquide/air) (Barros et al., 2007).
La tension de surface est la force par unité de longueur exercée par un liquide en contact avec
un autre liquide ou solide. Elle peut étre aussi considérée comme une mesure de 1’énergie libre
par unité de surface. Parmi les liquides connus, 1’eau posséde la tension de surface la plus élevée
qui de 72 mN/m et qui peut étre réduite par I’ajout d’un surfactant (Satpute et al., 2010). La
tension de surface et la tension interfaciale sont des propriétés importantes des biosurfactants.
Les molécules d’eau sont tenues ensemble par de puissantes forces intermoléculaires attractives
qui constituent cette tension a la surface. Les surfactants provoquent 1’abaissement de la tension
de surface, leur concentration micellaire critique (CMC) définie par McBrain (1913) est la
concentration initiale a partir de laquelle on obtient la tension de surface minimale (figure 2).
Au-dessus de la CMC, les biosurfactants s’agregent pour former des micelles. La CMC conduit
a un changement brusque des propriétés des surfactants comme leur conductivité, viscosité,
densité, pression osmotique, et turbidité (Margaritis et al., 1979). La concentration micellaire
critique est la concentration en surfactants qui favorise la formation des micelles. Elle est
définie par la solubilité du surfactant dans une phase aqueuse et elle est 10 a 40 fois moins

importante pour les biosurfactants naturels que pour les surfactants chimiques (Desai et Banat,
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1997). Dans certaines études la détermination de la CMC est effectuée d’une maniére indirecte
par la mesure du facteur de dilution Fcmc qui représente la valeur de dilution des biosurfactants
a partir de laquelle la CMC est atteinte (Guerra-Santos et al., 1984). La CMC des biosurfactants
est incluse entre 1 a 2000 mg/L, tandis que la tension interfaciale (Huile/eau) et la tension de
surface sont respectivement d’environ 1 mN/m et 30 mN/m. Un bon biosurfactant est capable
de réduire la tension de surface de I’cau de 72 mN/m a 35 mN/m et la tension interfaciale de

I’hexadécane de 40 mN/m a 1 mN/m (Santos et al., 2016).

CcMC
(%2}
S - Solubilité
O
2 P
s |\ _
& ~ -
) S— \ .
= P - + Tension de surface
e — --""'*
(ol —

Tension interfaciale

Concentration des biosurfactants

Fig. 2: Schéma de la tension de surface, la tension interfaciale et la solubilisation une fonction
de la concentration en tensioactif et représentation de la concentration micellaire critique
(CMC) (Mulligan, 2005)

1.1.2.2.  Propriété moussante

Les mousses sont des dispersions de gaz dans une phase liquide continue. En effet, les
surfactants se concentrent a ’interface liquide-air conduisant a la formation de bulles a
I’interface par le liquide résultant la formation de mousse (figure 3). La formation de mousse
peut étre induit par bullage, qui consiste simplement a I’introduction des bulles de gaz dans la
phase liquide, mais elle est majoritairement réalisée par la technique de battage qui consiste a
I’incorporation de larges bulles de gaz dans un liquide avant qu’elles soient fractionnées par

I’action d’une agitation violente en des plus petites bulles. Des études ont montré que certains
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biosurfactants comme la surfactine possédent d’excellentes propriétés moussantes en

comparaison avec des surfactants chimiques comme la SDS (Dubey et al., 2005).

Air {)(9) "~ 1. ‘et 4 Surfactant
QO )1’

{ )\ :' '-\._ ;’0( }
Liquide — / I \
(. ) 1: u :l { X } { :u

Fig. 3 : Propriété moussante et formation de bulles a I’interface liquide-air par une molécule

surfactante

La phase dispersée constituée par les bulles va induire I’apparition d’une aire interfaciale
importante et I’augmentation de la tension superficielle, ce qui va engendrer I’agrandissement
de ces bulles et la réduction 1’énergie libre du systéme afin de minimiser cette aire. Ainsi, les
surfactants assurent la persistance des bulles formées en s’adsorbant a I’interface liquide-air et
en réduisant de la tension de surface (Axelos et al., 2006). Le pouvoir moussant d’un surfactant
augmente avec I’augmentation de la longueur de la chaine carbonée, et la quantité de mousse
formée est augmentée par la présence de ramifications dans la chaine hydrophobe (Larpent et
Chasseray, 1992). Comme les mousses forment des systemes thermodynamiquement instables,
leur stabilité représente un paramétre important pour caractériser les propriétés moussantes d’un
surfactant. Cette stabilité est améliorée en utilisant des molécules amphiphiles a caractére

ionique favorisant les répulsions électrostatiques (Larpent et Chasseray, 1992).

1.1.2.3. Propriéeté émulsifiante

L’émulsification est la dispersion d’un liquide dans une autre phase liquide sous forme

de gouttelettes menant au mélange des deux liquides immiscibles (figure 4), ce qui représente

27

lilliad.univ-lille.fr



Thése de Oumaima Zouari, Lille 1, 2017

Introduction

la solubilisation micellaire de maniére que les particules qui en résultent sont plus

volumineuses.

-
Surfactant

Eau
\—// Eau

Fig. 4 : Propriété émulsifiante et la formation d’émulsions entre deux liquides

immiscibles d’une molécule surfactante

Les propriétés émulsifiantes d’un surfactant sont déterminées par la mesure de I’activité
émulsifiante (EA) qui est la capacité d’un surfactant de former une émulsion dans des
conditions données. L’EA est directement liée a la taille des gouttelettes formées, qui sont
d’autant petites que 1’activité est importante. Cependant les émulsions sont des systémes
instables thermodynamiquement dont I’instabilité peut étre provoquée par quatre phénomenes
qui sont la floculation, la coalescence, le crémage et le murissement d’Ostwald qui est un
processus qui meéne a la fusion des gouttelettes dispersées pour former gouttelettes de taille
supérieure par un phénomene de transfert de matiére par I’entremise de la phase continue
(Pearce et Kinsella, 1978). La stabilité¢ de 1’émulsion (ES) représente donc un autre parametre
qui définit les propriétés émulsifiantes d’un surfactant (Magdassi et al., 1996). L’utilisation
d’un agent tension actif a pour réle d’améliorer la stabilit¢ de 1’émulsion établie par la
dispersion d’un liquide dans un liquide non miscible par la diminution de tension interfaciale

entre ces deux liquides afin d’augmenter 1’air interfaciale et de permettre la dispersion.
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1.1.3. Méthodes de screening des biosurfactants

En général, le criblage des souches productrices de biosurfactants est basé sur les
propriétés physiques des surfactants. En outre, la capacité des souches a interférer avec les
interfaces hydrophobes peut étre explorée. D'autre part, des méthodes de criblage spécifiques
telles que le test colorimétrique ne conviennent que pour un groupe limité de biosurfactants.
Les méthodes de criblage peuvent donner des résultats qualitatifs et/ou quantitatifs. Pour un
premier criblage d'isolats, les méthodes qualitatives sont généralement suffisantes (Walter et

al., 2010). Les principales méthodes de criblage des biosurfactants sont citées ci-apres.

1.1.3.1. Lamesure directe de la tension de surface et de la tension interfaciale

La mesure directe de I'activité interfaciale ou de surface du surnageant de culture est la
méthode de criblage la plus simple et appropriée pour un criblage préliminaire de bactéries
produisant des biosurfactants comme ils donnent une forte indication sur la production de
biosurfactants. La tension de surface ou interfaciale d'un liquide peut étre mesurée par diverses
méthodes. La tension de surface diminue avec l'augmentation de la concentration de tensioactif
jusqu'a ce que la CMC soit atteinte. Si la concentration de biosurfactant est supérieure a la
CMC, l’augmentation de la concentration ne peut pas étre détectée. Par conséquent, des
échantillons ayant des concentrations différentes de biosurfactant peuvent présenter la méme
tension de surface. Ce probléme peut étre résolu par une dilution en série jusqu'a ce qu'a une
augmentation brusque de la tension superficielle. La dilution correspondante du surnageant est
appelée dilution micellaire critique (CMD) (Duvnjak et al., 1982). De plus, les mesures peuvent
étre fortement influencées par des facteurs extérieurs tels que le pH et la force ionique la tension
interfaciale qui peut résulter de la présence des mono/diglycérides.

1.1.3.2. La méthode de Du-Noly-Ring

La méthode de Du-Noiy-Ring est basée sur la mesure de la force nécessaire pour
détacher un anneau ou une boucle de fil d'une surface ou une interface. La force de détachement
est proportionnelle a la tension interfaciale qui peut étre mesurée avec un tensiometre
automatisé. Il est important que l'anneau soit étre exempt de contaminants, ce qui est
généralement assuré par I’utilisation d’un anneau de platine flambé. Une plaque de platine, dite
plaque de Wilhelmy, peut également étre appliquée de la méme maniere (Tuleva et al., 2005).
Le test de Du-Noiiy-Ring est largement utilisé pour le criblage des bactéries productrices de

biosurfactants. Cette méthode a pour avantage la précision et la facilité d'utilisation mais a pour
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inconvénient que les mesures de différents échantillons ne peuvent pas étre effectuées

simultanément (Bodour et Miller-Maier, 1998).

1.1.3.3. Le test de ‘Drop collapse’

Ce test repose sur la déstabilisation des gouttelettes liquide par des tensioactifs. Par
conséquent, des gouttes d'une suspension cellulaire ou d'un surnageant de culture sont placées
sur une surface solide revétue d'huile. Dans le cas d’absence de tensioactifs, les molécules d'eau
polaires sont repoussées de la surface hydrophobe et les gouttes restent stables. Dans le cas ou
le liquide contient des tensioactifs, les gouttes se propagent ou méme s'affaissent en raison de
la réduction de la force ou la tension interfaciale entre la goutte de liquide et la surface
hydrophobe. La stabilité des gouttes dépend de la concentration en tensioactif et elle est en
corrélation avec la tension de surface et interfaciale (Jain et al., 1991). De plus, Bodour and
Miller-Maier, (1998) ont montré que pour un surfactant pur, ce dosage peut méme étre
quantitatif en mesurant la taille de la goutte avec un micromeétre. Le test d'effondrement des
gouttes ou ‘Drop collapse’ est rapide et facile a réaliser, il ne nécessite aucun équipement
spécialisé et ne nécessite qu'un petit volume d'échantillon. En revanche, ce test présente une
sensibilité relativement faible puisqu'une concentration importante de composés tensioactifs

doit étre présente pour provoquer un effondrement des gouttes aqueuses sur les surfaces d'huile.

1.1.3.4. La méthode de I’étalement d’huile

Le test d'étalement d'huile a été développé par Morikawa et al., (2000) Une présence de
biosurfactants dans le surnageant provoque le déplacement de I'huile et la formation d’une zone
de dégagement dont le diametre sur la surface de I'huile est corrélé avec l'activité tensioactive.
Cette méthode est rapide et facile a réaliser, ne nécessite aucun équipement spécialisé et ne
nécessite qu'un petit volume d'échantillon. De plus, elle peut étre appliquée lorsque l'activité et
la quantité de biosurfactant sont faibles. (Ptaza et al., 2006; Youssef et al., 2004) ont démontré
que la technique d'étalement d'huile est une méthode fiable pour détecter la production de

biosurfactants par divers microorganismes.

1.1.3.5. L’activité émulsifiante

La capacité d'émulsification des biosurfactants est un test trés connu qui a été développé
par Cooper et Goldenberg., (1987). Cette valeur est mesurée en ajoutant le kérosene un
échantillon aqueux contenant le biosurfactant. L'indice d'émulsification E24 est calculé en

faisant le rapport entre la hauteur de la couche d'émulsion et la hauteur totale du liquide. L’E24
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est corrélé avec la concentration en tensioactif. L'évaluation de la capacité d'émulsification est
une méthode de criblage simple adaptée a un premier criblage de microorganismes producteurs
des biosurfactants. En revanche, 1’activité biosurfactante et la capacité d'émulsification ne sont
pas toujours corrélées. Par consequent, cette méthode donne juste une indication sur la présence

de biosurfactants (Uzoigwe et al., 2015).

1.1.3.6. Solubilisation de I'anthracéne cristallin

Willumsen et Karlson., (1997) ont développé un test basé sur la solubilisation de
I'anthracene cristallin. Cette méthode de criblage est basée sur la solubilisation d'un composé
cristallin hautement hydrophobe, l'anthracéne, par les biosurfactants. La concentration de
I'anthracene hydrophobe dissous qui corréle avec la concentration des biosurfactants est
mesurée par une méthode photométrique. C'est une méthode de criblage simple et rapide, mais

I'anthracene pourrait étre toxique pour certains microorganismes.

1.1.3.7. Test d'adhésion bactérienne aux hydrocarbures ou ‘BATH’

Rosenberg et al., (1980) ont développé la méthode d'adhésion bactérienne aux
hydrocarbures, qui consiste en un test photométrique simple pour mesurer I'nydrophobicité des
bactéries. Cette méthode est basée sur le degré d'adhérence des cellules a divers hydrocarbures
liquides. Les cellules hydrophobes se lient aux gouttelettes d'hydrocarbure et montent avec
I'nydrocarbure et sont éliminés de la phase aqueuse. La diminution de la turbidité de la phase
aqueuse est corrélée a I'hydrophobicité des cellules. Le pourcentage de cellules liées a la phase

hydrophobe (H) est calculé en utilisant I’équation suivante:

He1- 2 100
- T a0k

Avec A0 est I'absorbance de la suspension bactérienne sans ajout de la phase hydrophobe et A
I'absorbance du mélange avec la phase hydrophobe. BATH représente une méthode de criblage
simple mais indirecte. La capacité des bactéries a adhérer aux hydrocarbures est une

caractéristique des microorganismes produisant des biosurfactants (Pruthi et Cameotra, 1997).

1.1.3.8. Test de la plaque d'agar ‘CTAB’

La méthode de la plaque d'agar ‘CTAB’ représente un essai semi-quantitatif pour la détection
des glycolipides extracellulaires ou des surfactants anioniques qui a été développée par
(Siegmund and Wagner, 1991). Cette methode consiste a la culture des microorganismes
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d'intérét sur une plaque de gélose contenant les sels minéraux de couleur bleue claire avec le
bromure de cetyltriméthylammonium qui est un tensioactif cationique et le bleu de méthyléne
qui est un colorant basique. En cas de sécrétion de surfactants anioniques par les
microorganismes, une paire d'ions insolubles bleu foncé avec le bromure de
cetyltriméthylammonium et le bleu de méthyléne est formée. Ainsi, les colonies productives
sont entourées par des halos bleus foncés. Cette méthode de criblage est simple, mais elle est
spécifique aux biosurfactants anioniques. Cependant ce test présente I'inconvénient que le

CTAB est nocif et inhibe la croissance de certains microorganismes.

1.1.4. Les procedés de purification des biosurfactants

La purification des biosurfactants dépend principalement de sa solubilité dans les phases
aqueuse ou organique, de sa charge ionique et de sa mode de production (intracellulaire ou
extracellulaire). La plupart de ces molécules sont produits de fagon extracellulaire d’ou leur
isolement se fait soit par filtration de la culture bactérienne ou par 1’obtention d’un surnageant
apres 1’¢élimination des cellules bactériennes. Pour des purifications plus performantes des

procédés d’isolement des biosurfactant en aval sont définis (Desai et Banat, 1997).

1.1.4.1. La précipitation

Deux différents types de précipitations sont distingués : La précipitation au sulfate
d’ammonium et la précipitation acide. Cette dernicre consiste a I’acidification du milieu jusqu’a
un pH aux alentours de 2 ainsi le précipitat est collecté par centrifugation aprés un dép6t a 4°C
durant quelques heures et remis en suspension dans solvant approprié pour chaque biosurfactant
(Déziel et al., 1999; Van Dyke et al., 1993; Zhang et Miller, 1994).

1.1.4.2. Extraction par des solvants chimiques

L’extraction des biosurfactants se fait en utilisant un solvant chimique comme le
butanol, 1’acide acétique, I’hexane, 1’acétate d’éthyle ou un mélange de solvants comme le
chloroforme/méthanol. Ce type de purification est souvent utilis€¢ pour I’élimination des
composés hydrophiles pour d’éventuels analyse des biosurfactants (Mata-Sandoval et al.,
1999).
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1.1.4.3. Adsorption

L’ Adsorption est une technique de purification qui consiste a 1’utilisation d’une résine
généralement la Amberlite XAD 2 ou la 16 polystyrene pour absorber les molécules se trouvant
dans le surnageant de culture et de les séparer en se basant sur les interactions hydrophobes en
des substances hydrophobes et des substances hydrophiles (Dubey et al., 2005). La
chromatographie d’adsorption représente une bonne alternative a I’extraction par des solvants

chimiques comme elle a pour avantage d’en consommer moins.

1.1.4.4. Filtration sur membrane

La purification par filtration sur membrane représente une autre alternative pour la semi-
purification des biosurfactants (Gruber., 1991). Généralement, 1’ultrafiltration a travers une
membrane de taille de seuil de coupure (MWCO) de 10 KDa améne a une rétention compléte
des biosurfactants méme a un pH neutre lorsque la concentration des biosurfactant est au-dessus
de la concentration micellaire critique (CMC) (Gruber., 1991). Récemment, un procédé de
purification en continue basé sur des techniques membranaires a été developpé pour la

production et la purification des surfactines (Coutte et al., 2013).

1.1.45. Echangeuse d’ions

L’échangeuse d’anion représente une autre technique pour la purification d’un mélange
de biosurfactants (Reiling et al., 1986). Comme certains biosurfactants sont chargés
négativement a des valeurs de pH élevés, leur séparation est alors possible a travers une

échangeuse d’anion faible comme la sépharose d’éthyle.

1.1.4.6. Techniques de séparation chromatographiques

Les méthodes chromatographiques représentent des techniques de séparation efficaces pour la
séparation des biosurfactants. La TLC est une technique de séparation par chromatographie
utilisée pour le traitement des petits volumes. Elle consiste a migrer les composants du
surnageant de culture a travers un gel silice a I’aide d’'un mélange de solvants de différentes
polarités (Déziel et al., 1999). Pour des volumes assez elevés des chromatographies en phase
normale ou phase inverses sont appliques en faisant les séparations a travers des colonnes

contenant généralement le gel silice comme phase stationnaire.
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1.2. Roles et applications des biosurfactants de Pseudomonas

1.2.1. Les Pseudomonas :

Les Pseudomonas est un groupe de bacteries tres ubiquitaire et hétérogene appartenant a
la famille des Pseudomonadaceae. Ces bactéries sont gram (-) et sont majoritairement catalase
(+) et oxydase (+), et ont une mobilité trés vive en aérobiose. Morphologiquement, les
Pseudomonas ont une forme en batonnet fins et droits une flagelle polaire avec un diametre
généralement entre 0,5 um et 1 um et une longueur de 2 um a 4 pum, et ils sont non sporulés,
mais peuvent étre parfois entourés par une pseudo-capsule appelée ‘slime’ qui peut
éventuellement jouer un réle primordial vis-a-vis de la pathogénicité de ces bactéries (figure 5).

L’aspect des colonies de Pseudomonas peut étre subdivisé en 3 types principaux :

> Des colonies larges et isolées ayant la partie centrale ayant un bombage dans la partie
centrale avec un contour irrégulier. Ces colonies se caractérisent par une autolyse
donnant un aspect meétallique d’une culture nappe di a DP’action des enzymes
protéolytiques.

> Des colonies petites circulaires et mates qui sont 1égérement bombées.

> Des colonies mugueuses, visqueuses et collantes qui sont opaques et bombées qui
caractérise genéralement 1’aspect de colonies des souches de Pseudomonas pathogenes

qui produisent des polysaccharides extracellulaires comme 1’acide alginique.

La plupart des Pseudomonas sont mésophiles et peuvent se développer entre 5°C et 42°C
ou psychrophiles ayant la capacité de se développer entre -2°C et 30°C. Leurs températures
optimales de croissance est d’environ 30°C et 37°C respectivement. Ces especes vivent
essentiellement dans les eaux et les sols humides et peuvent étre aussi rencontrées sur les plantes
pour lesquelles certaines sont pathogénes comme Pseudomonas syringae et Pseudomonas
solanacearum. Les Pseudomonas ont un métabolisme extrémement polyvalent, ils sont
chimiohétérotrophes avec un métabolisme strictement respiratoire ayant 1’oxygéne comme
accepteur final d’électrons en cas d’aérobiose et le nitrate pour certaines especes en cas d’anoxie
en synthétisant la nitrate-réductase. En effet, ces bactéries sont aérobies et leur croissance
dépend strictement de la quantité de I’oxygeéne dissoute dans le milieu (Ramos., 2004).

Certaines especes de Pseudomonas possédent la capacité de produire des metabolites
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secondaires et d’enzymes a des températures comprises entre 8°C et 22°C, ce sont les
Pseudomonas ‘psychrotrophe’, qui sont tres communs dans les environnements a basses
températures comme les océans et dans certains aliments réfrigérés comme les viandes, les
poissons et les volailles. Les principales especes de Pseudomonas ayant été identifiées comme
des psychrotrophes sont, les Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, et Pseudomonas
fragi (Zachariah et Liston, 1973, Molin et Ternstrom, 1986)

Les Pseudomonas ont un métabolisme non fermentatif étant donné que les enzymes de
glycolyse leurs sont absentes (Voie fermentative d’Embden-Meyerhof). Le glucose est alors
assimilé par voie oxydative et son oxydation totale en aérobiose est réalisée par la voie
Warburg-Dickens-Horecker qui utilise la 6 Phospho-gluconate comme intermédiaire et la voie
d’Entner-Doudoroff qui utilise la 2-céto-3 désoxygluconate et qui aboutit a la formation du
pyruvate utilisé dans le cycle de Krebs. La plupart des Pseudomonas ont la capacité de croitre
sur des milieux minéraux en utilisant une source simple de carbone comme le pyruvate et

I’acétate.

Contrairement aux organismes strictement aérobies, les Pseudomonas sont capables dans
les conditions anaérobies de tirer leur énergie par hydrolyse de I’arginine en utilisant de
I’arginine dihydrolase (ADH), ce qui peut €tre utilisé a la base de 1’identification des bactéries

du genre Pseudomonas.

Source: Brocks GF, Carrcoll KC, Butel JS, Morse SA, Mietzner TA: Jawetz, Melnick, & Adelberg’s
Medical Microbiclogy. 26th Edition: www.accessmedicine.com

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Fig. 5 : Observation microscopique de cellules de Pseudomonas aeruginosa sp. (Brooks et al.,
2013)
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Les bactéries du genre Pseudomonas ont été décrites pour la premiere fois par Migula en
1894 qui a défini les Pseudomonas comme étant des cellules ayant des organes de mobilité
polaires et dont la formation des spores est rare, qui est une définition généralement acceptée
et qui a permis d’attribuer plusieurs bactéries appartenant précédemment a d’autres genres
comme des espéces de Pseudomonas. Au début du 20°™ siécle la classification des
Pseudomonas a été complétée en se basant sur les caractéres phénotypiques pour les classer en
especes. A partir de 1960, la classification des Pseudomonas est devenue principalement basee
sur I’é¢tude de I’homologie de leurs séquences d’ADN pour étre subdiviser phylogénétiquement
selon leurs séquences d’ ARNr (Palleroni et al., 1973) et avec récemment 1’addition de quelques
autres séquences de genes comme atpD, gyrB, rpoB, recA, et rpoD comme des marqueurs
moléculaires dans les études taxonomiques des Pseudomonas (Tayeb et al., 2008), ce qui fait
qu’au fil des années, le nombre des espéces de Pseudomonas ne fut que augmenter
considérablement depuis sa découverte et qui a dépassé actuellement plus de 144 especes
(Gomila et al., 2015).

1.2.2. Les fonctions biologiques des biosurfactants de Pseudomonas

Les biosurfactants produits par Pseudomonas sont impliqués dans différents fonctions
bactériennes par la modification des propriétés de surface. lls influent sur plusieurs paramétres
comme la formation de biofilm, la capacité de colonisation et la motilité des souches en agissant
sur trois activités différentes: la biodisponibilité, I’interaction avec les membranes et les
interactions de surface (figure 6). Les biosurfactants peuvent également jouer un role important
en tant que des agents de biocontrdle (D’aes et al., 2010).
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Fig. 6 : Schéma récapitulatif des fonctions biologiques potentielles des biosurfactants produits

par des bactéries du genre Pseudomonas (D’aes et al., 2010)

1.2.2.1. Interaction avec la surface

Les biosurfactants réduisent la tension de surface des surfaces hydrophobes, spécialement
celles des plantes et plus précisément les cuticules des feuilles, facilitant ainsi la mobilité
bactérienne (Harshey, 2003). Ils peuvent aussi agir comme des agents mouillants en changeant
la viscosité de surface en favorisant ainsi 1’essaimage des cellules bactériennes (Lindow et
Brandl, 2003). Les biosurfactants jouent un rdle aussi important dans 1’adhésion et la formation
des biofilms. Cette propriété a éte étudiée chez différentes especes et notamment chez les
Pseudomonas. En effet, la formation des biofilms aide les bactéries a coloniser efficacement
les surfaces des plantes (Bais, 2004) comme est le cas pour les biosurfactants produits par
Pseudomonas tolaassi qui produit la tolassine et Pseudomonas fluorescens qui produit la
viscosine, en augmentant la mouillabilité de la surface des plantes et en favorisant ainsi leur
colonisation (Bunster et al., 1989; Hildebrand et al., 1998). La colonisation assure un role

primordial en biocontréle en fonctionnant comme un systeme de délivrance de métabolites
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secondaires bactériens ayant des activités antifongiques pour les cellules des plantes pour
assurer leur protection. Les différentes propriétés physico-chimiques des biosurfactants
expliquent également en partie leurs roles dans la formation des biofilms. ainsi certains
lipopeptides cycliques comme la viscosine et la massetolide, possédent un réle dans la stabilité
des biofilms formés, tandis que certains rhamnolipides sont plut6t impliqués dans la formation
initiale de micro-colonies dans les surfaces et au développement et la maintenance d’un biofilm
mature (D’aes et al., 2010).

1.2.2.2. Effet sur la biodisponibilité

Les biosurfactants facilitent I’accés aux nutriments pour les souches en augmentant la
mouillabilité des surfaces, la solubilisation des substrats et leur diffusion, et en émulsifiant les
composes insolubles dans 1’eau (Lindow et Brandl, 2003; Ron et Rosenberg, 2001), en
particulier les hydrocarbures par leur dispersion dans une phase aqueuse. Les biosurfactants
peuvent aussi changer les propriétés de surface des cellules bactériennes pour faciliter la
consommation des substrats ayant une nature hydrophobe par les bactéries. Des rhamnolipides
produits par Pseudomonas aeruginosa augmentent 1’hydrophobicité de la surface cellulaire
bactérienne causant ainsi la libération de polyliposaccharides de la membrane extracellulaire ce
qui augmente par conséquent le contact entre les cellules bactériennes et le substrat hydrophobe.
Les biosurfactants protégent également les souches qui les produisent contre les métaux lourds
qui peuvent éventuellement avoir un effet négatif sur les bactéries, en les encapsulant a

I’intérieur des micelles (D’aes et al., 2010).

En outre, les biosurfactants agissent aussi sur les métabolites endogenes secrétés par les
bactéries en augmentant leur solubilité et par la suite leur bioactivité dans leur milieu
environnant, ce qui est le cas des biosurfactants produits par Pseudomonas aeruginosa PNAL
qui augmente ’efficacité de I’activité antimicrobienne des phénazines en augmentant leur
solubilité (Perneel et al., 2008).

1.2.2.3. Interaction avec les membranes des plantes

Certains biosurfactants de nature lipopeptidique jouent un réle dans la phytopathogénicité
en s’insérant dans les membranes plasmiques des plantes causant ainsi la formation des pores,
ce qui induit des nécroses dans les tissus des plantes. Ce phénomene résulte des flux ;
transmembranaires des ions Ca?*, K*, et H* qui va causer la chute du gradient de pH a travers

la membrane plasmique provoquant ainsi la mort cellulaire. Les lipopeptides produits par
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Pseudomonas syringae pv. syringae représentent un exemple des molécules biosurfactants

jouant un réle dans la phytopathogénicité.

Les lipopeptides biosurfactants peuvent provoquer aussi des réponses de défense chez les
plantes appelées réponse systémique induite (RSI), qui représente une réponse mediée chez les
plantes contre différents types de pathogenes, causée par la colonisation des racines par des
champignons non pathogénes (De Vleesschauwer et Hofte, 2009). Ainsi le Massetolide A qui
sont des biosurfactants produits par Pseudomonas fluorescens SS101, et qui induisant la
résistance contre des maladies causées par des infections par Phytophthora chez les tomates
(Tran et al., 2007).

1.2.2.4. Interaction avec les membranes microbiens

Le potentiel antimicrobien des biosurfactants a été déja mis en évidence d’aprés plusieurs
études. Le mode d’action des biosurfactants dans le contréle biologique consiste en la formation
de canaux dans les parois cellulaires, ce qui crée une perturbation au niveau de la surface
cellulaire de 1’agent pathogene. Les lipopeptides cycliques sont les plus connus biosurfactants
ayant un réle en biocontrdle (Raaijmakers et al., 2006), comme par exemple des lipopeptides
cycliques produits par Pseudomonas fluorescens CMR12a qui possedent un potentiel de
protection des plantes contre les infections causées par Pythium et Phytophthora sp., et des
rhamnolipides produits par Pseudomonas aeruginosa PNA1 qui agissent en synergie avec les
phénazines pour controler les infections causées par Pythium spp (Perneel et al., 2008).
L’activité antifongique des biosurfactants produits par certaines souches de Pseudomonas
fluorescens a été bien détaillée dans la littérature, et ces études ont montré que les biosurfactants
produits par Pseudomonas fluorescens inhibent divers champignons pathogénes qui infectent
les plantes comme Phytophthora cryptogea, un champignon responsable des infections de la
pourriture des fruits et des fleurs, Fusarium oxysporum qui cause la flétrissure des plantes,
Pythium ultimum qui est I’agent causal des maladies racinaires (Hultberg et al., 2008), et ils
jouent aussi un role trés important dans 1’inhibition de croissance in vitro de certains
champignons comme Rhizoctonia solani qui provoque la pourriture des racines des plantes de
soja (D’aes et al., 2011).

1.2.3. Domaines d’application potentielle des biosurfactants

Les biosurfactants sont de potentiels remplacants des surfactants synthétiques dans

plusieurs procédés industriels comme agents émulsifiants, de ramollissement, agents
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moussants, stabilisateurs de dispersion et des fixateurs de colorants qui sont principalement
utilisés dans les industries agroalimentaires, de pétrochimie, pharmaceutiques et dans les

procédés de bioremédiation des contaminants organiques et inorganiques.

1.2.3.1. Les biosurfactants dans I’industrie cosmétique

Les biosurfactants ont diverses applications cosmetiques dues aux propriétes de surface
exceptionnelles qu’ils possédent comme la détergence, la mouillabilité, I’émulsification, la
solubilisation, la dispersion, la formation de mousses (Rieger and Rhein, 1997). Les
biosurfactants présentent certains avantages comparant aux surfactants chimiques comme un
effet anti-irritant ou hydratant, ce qui les rend plus compatibles avec la peau. Les biosurfactants
les plus utilisés en cosmétique sont les sophorolipides et les rhamnolipides. Les sophorolipides
a une forme lactone sont aussi utilisés comme des stimulateurs du metabolisme cellulaire des
fibroblastes dermiques, en particulier de la néosynthése du collagene. Les rhamnolipides sont
des surfactants et émulsifiants naturels. Certains rhamnolipides sont également utilisés pour les

traitements antipelliculaires, antirides et contre les acnés (Piljac et Piljac, 1999).

1.2.3.2.  Les biosurfactants dans I’industrie agroalimentaire

Certains biosurfactants sont des molécules non toxiques et biocompatibles, ceci leur
donne des caractéristiques qui permet particulierement leur application dans le domaine
agroalimentaire spécialement comme des émulsifiants, solubilisants et moussants (Banat et al.,
2000). En effet, certains biosurfactants sont utilisés dans les formulations alimentaires comme
des additifs émulsifiants (Ron and Rosenberg, 2001) et notamment pour les produits a
spécialement gras comme les produits laitiers en améliorant la texture de la creme. En outre,
les biosurfactants polymériques sont utilisés pour couvrir les gouttelettes d’huile et aboutissent
ainsi a la formation d’émulsions trés stables. Les biosurfactants sont également utilisés pour
contréler la consistance dans les formulations des cremes glacés et les produits céréaliers et
sont aussi utilisés comme des stabilisant des acides gras, ils controlent leur agglomération et
stabilise la matiere grasse au sein des produits (Kachholz et al., 1987). L’activité anti-adhésive
des biosurfactants est aussi utilisée comme un outil dans les industries agroalimentaires contre
la formation des biofilms pour prévenir le contact des bactéries avec la surface des aliments qui

présente une source potentielle de contamination (Nitschke et Costa, 2007).
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1.2.3.3.  Les biosurfactants dans les domaines pharmaceutiques et
thérapeutiques

Les biosurfactants possédent un large spectre d’applications dans les domaines
pharmaceutiques. Certains lipopeptides sont de puissants adjuvants immunologiques non
toxiques et non pyrogénes en contact avec les antigenes conventionnels (Gharaei-Fathabad,
2011). Les tests in vivo ont montré une amélioration de la réponse immunitaire en couplant la
poly-L-lysine avec iturine-AL, herbicoline-A et microcystine (Rodrigues et al., 2006). De
nombreux biosurfactants possédent des activités antibactérienne et antifongique qui sont
généralement liées a leur structure en agissant au niveau de la perméabilité de la membrane
cellulaire des microorganismes. Les biosurfactants peuvent également présenter des activités
antivirales comme les surfactine qui a un role dans I’inactivation potentielle des virus a
enveloppe comme I’herpés et les rétrovirus (Vollenbroich et al., 1997). Cette inhibition pourrait
étre liée a D’interaction physico-chimique entre 1’enveloppe virale et le biosurfactant. Un
biosurfactant de la classe des rhamnolipides produit par une souche de Pseudomonas sp. a
montré une activité antivirale significative contre le virus de I’Herpés de type I et IT en mélange
avec des alginates produits par la méme souche (Remichkova et al., 2008). Cette activité est
dépendante de la dose du biosurfactant utilisée et devient plus efficace a une concentration
inférieure a la concentration micellaire critique (Banat et al., 2010). Les biosurfactants
possedent aussi un rdle en tant que des immunomodulateurs. Certains sophorolipides testés in
Vvivo sur des rats atteints de sepsis ont montré une diminution de la mortalité par la modulation
du taux d’oxyde nitrique, et la production de la cytokine qui ont un réle de signalisation
cellulaire. Les sophorolipides diminuent également la production des anticorps IgE, ce qui peut
étre probablement di a I’affection de 1’activité du plasma cellulaire, ce qui appuie 1’utilité de
ce biosurfactant comme agent anti-inflammatoire et comme régulateurs de IgE (Hagler et al.,
2006, Cameotra et Makkar, 2004).

L’activité anticancéreuse représente une autre application dans le domaine thérapeutique
qui a été récemment étudiée chez les biosurfactants. Certains glycolipides comme les
mannosylerythritol lipides-A, mannosylerythritol lipides-B, les polyols, les sophoroses, les
succinoyl trehalose lipide (STL)-1 et les succinoyl trehalose lipide-3 ont montré d’excellentes
activités anticancéreuses in vitro. lls sont capables d’induire la différenciation cellulaire plutdt
que la prolifération de la lignée cellulaire de la leucémie HL60 promyélocytique chez "'Homme
(Sudo et al., 2000).
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1.2.3.4. Application des biosurfactants en bioremédiation

La production extensive de certaines substances chimiques comme les hydrocarbures
présente une contrainte vis-a-vis de 1’environnement causée par les contaminations genérées
par ces produits qui est due a leur toxicité et leur impact qu’il soit négatif ou positif sur la
prolifération des microorganismes d’ou I’importance d’effectuer des opérations de dépollution
des sites contaminés. Les hydrocarbures sont des composés organiques hydrophobes qui
présentent d’une part une faible solubilité a I’eau et qui d’autre part ont tendance a se cloisonner
au sol ou ils peuvent dépasser 95% de la masse totale des contaminants ce qui entraine par
conséquent, une faible récupération des hydrocarbures et une biodisponibilité limitée pour les
microorganismes et les produits chimiques oxydants et réducteurs utilisés lors des applications
in-situ et/ou ex-situ. L’utilisation des biosurfactants améliore significativement les processus
de bioremédiation des hydrocarbures. Cette amélioration est géneralement due a deux
mécanismes qui est d’une part I’augmentation de la biodisponibilité de ces substrats pour les
microorganismes, et d’autre part I’implication des interactions avec les surfaces cellulaires par
I’augmentation de 1I’hydrophobicité a la surface ce qui va faciliter I’association aux cellules
bactériennes (Wang et Mulligan, 2004). En effet, les biosurfactants augmentent la surface des
composés insolubles par la réduction de la tension de surface et de la tension interfaciale menant
ainsi a ’augmentation de la mobilité et la biodisponibilité des hydrocarbures. En outre, les
biosurfactants sont susceptibles d’augmenter la biodégradation des hydrocarbures par les
propriétés d’émulsification, de solubilisation et de mobilisation (Nguyen et al., 2008). Le
mécanisme de mobilisation se produit & une concentration en biosurfactant qui est au-dessous
de la CMC a laquelle le biosurfactant réduit la tension de surface et interfaciale entre les
systemes air/eau et sol/eau ce qui va augmenter 1’angle entre le systeme huile/sol en réduisant
la force capillaire qui attache I’huile au sol. D’autre part, au-dessus de la CMC un phénomene
de solubilisation se produit comme a partir de cette concentration les biosurfactants sont plutot
organisés sous forme de micelles ce qui va augmenter considérablement la solubilisation des
huiles qui consiste a I’incorporation des molécules hydrophobes a I’intérieure des micelles
(Urum et Pekdemir, 2004). En outre, les biosurfactant a une haute masse moléculaire sont
utilisés comme des agents émulsifiants qui sont utilisés comme des additifs qui stimulent le
processus de bioremédiation et de I’élimination des substances hydrophobes de

I’environnement (figure 7).
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Fig. 7 : Mécanisme de récupération des hydrocarbures par I’intervention des biosurfactants en

fonction de leurs masses moléculaires (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011)

Des études précédents ont permis de mettre en évidence trois types d’interactions entre
les microorganismes et les hydrocarbures qui sont : L’accés au hydrocarbures solubles dans
I’eau, un contact direct entre les hydrocarbures et les larges gouttelettes d’huile et le contact
avec des gouttelette pseudosolubilisés ou émulsifiés (Franzetti et al., 2010). Les biosurfactants
des Pseudomonas sont largement impliqués dans les processus de bioremédiation comme est
I’exemple des viscosines qui sont des lipopeptides ayant une bonne activité émulsifiante et qui
stimulent la minéralisation des n-hexadecanes (Bak et al., 2014) , des lipopeptides
biosurfactants produits par Pseudomonas aeruginosa Lbp3 qui augmentent la biodisponibilité
et la biodégradabilité des hydrocarbures polycycliques aromatiques (Bezza et Chirwa, 2017),
Ainsi que les amphisines produits Pseudomonas fluorescens DSS73 qui interviennent a la
mobilisation des hydrocarbures polycylcliques fortement adsorbés aux sédiments (Groboillot
etal., 2011) .

Les bactéries du genre Pseudomonas sont bien connues par la production des
biosurfactants appartenant au groupe des lipopeptides issus d’un mécanisme de synthése

particulier par voie non ribosomique. Ce groupe de biosurfactants se caractérisent par un large
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spectre d’application et notamment dans les domaines du contréle biologique dans
bioremédiation ainsi que de la grande diversité des familles qui en sont issus, d’ou est I’interét
de focaliser notre étude sur ce groupe de biosurfactant davantage cette diversité structurale et

fonctionnelle.

1.3. La diversité des peptides issus de la synthése non ribosomique chez les
Pseudomonas

Les Pseudomonas sont des bactéries connus par la production de peptides comme
métabolites secondaires, par des voies non ribosomiaux. Ces peptides sont ainsi appelés des
NRPs. La biosynthése de ces métabolites secondaire implique ’intervention d’un complexe
multi-enzymatique appelé ‘Non Ribosomal Peptide Synthetase’ ou NRPS. Cette voie de
biosynthese a été mise en évidence pour la premiére fois chez Bacillus brevis par Lipmann et
al., en 1971. Chez les bactéries du genre Pseudomonas la biosynthese des peptides non

ribosomique améne principalement a la production des sidérophores et des lipopeptides.

1.3.1. Ladiversité structurale des lipopeptides de Pseudomonas : Réle et
classification

Parmi les lipopeptides produits par les différentes espéces de Pseudomonas, il existe
une grande diversité structurale due a la longueur et la composition de la moitié lipidique ainsi
que le nombre et la configuration des acides aminés qui constitue la chaine peptidique (Gross
and Loper, 2009; Nybroe et Sgrensen, 2004; Ongena et Jacques, 2008; Raaijmakers et al., 2006;
Stein et al., 2005). En se basant sur les caractéristiques de la structure de ces molécules, on peut
distinguer les lipopeptides a une chaine peptidique linéaire et d’autres a une chaine peptidique
cyclique appelés lipopeptides cycliques ou CLP. En général, les lipopeptides ont une chaine
lipidique formée de 6 a 16 atomes de carbones et une chaine peptidique qui contient de 8 a 25
acides aminés. Selon leurs structures et fonction les lipopeptides de Pseudomonas sont classés
en plusieurs groupes : Les amphisines, les plusbacines, les viscosines, les syringomycines, les
orfamides, les putisolvines, les syringopeptines, les syringafactines et les tolaasines (Tableau
1).
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Tableau 1 : Les lipopeptides biosurfactants produits par des bactéries du genre Pseudomonas et leurs activités

Lokisin
Arthrofactin

biologiques

Pseudomonas sp. DSS41
Pseudomonas sp. MIS38

Antifongique

Inhibition biofilm

(Nielsen et al., 2002)

(Roongsawang et al.,

Amphisines 2003)
Amphisin Pseudomonas sp. DSS73 Antifongique (Sorensen et al., 2001)
Pholipeptin Pseudomonas fluorescens sp. Antimicrobien (Uietal., 1997)
tensin Pseudomonas fluorescens Antimicrobien (Nielsen et al., 2000)
Putisolvine Pseudomonas putida
Putisolvines I, I, 11 PCL1445 Inhibition biofilm (Kuiper et al., 2004)

Syringafactines

Syringafactines
A B,C DEF

Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000

Essaimage

(Berti et al., 2007)

Syringomycines

Syringomycines
Al G, E

Pseudomonas syringae pv
syringae

Antimicrobien

(Segre et al., 1989)

Pseudomycines
A B,C,C2

Pseudomonas syringae sp.

Biocontrole

(Ballio et al., 1994)

Syringostatines
A B

Pseudomonas syringae pv
syringae

Antifongiques
Fongicides

(Sorensen et al., 1996)

Syringotoxine B

Pseudomonas syringae pv

Antimicrobien

(Ballio et al., 1990)

A B

syringae
Cormycine A Pseudomonas corrugata Antimicrobien (Scaloni et al., 2004)
Tolaasines Pseudomonas tolaasii Antimicrobiens (Bassarello et al.,
Tolaassines A BCDE 2004)
Tolaasines Pseudomonas tolaasii Antibactériens (Nutkins et al., 1991)
1,1l
Viscosinamide Pseudomonas fluorescens Antifongique (Nielsen et al., 1997)
DR54
Massetolides Pseudomonas sp. Antimycobacté- (Gerard et al., 1997)
A B,CD,EFGH riens
Viscosines Viscosine Pseudomonas fluorescens Phytopathogene (Alsohim et al., 2014)
SBW25
Pseudophomines Pseudomonas fluorescens Antifongiques (Quail et al., 2002)
BRG100

Pseudofactine

Pseudofactine

P. fluorescens BD5

Emulsifiant

(Janek et al., 2010)

Orfamides Orfamide Pseudomonas sp. CMR5c¢ Antifongiques (Ma et al., 2016)
A B, C
Plusbacines Plusbacine
Al, A2, A3, A4 Pseudomonas spp. Antibactériens (Shoji et al., 1992)
B1, B2, B3, B4
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e Lesamphisines :

Les amphisines est une famille de lipopeptides composé d’un acide gras a 10 atomes de

carbones (C1oHO) et de 11 monomeéres (tableau 2). C’est un groupe qui contient 5 lipopeptides

selon Norine, ayant tous des activités antibiotique et surfactante (Sorensen et al., 2001).

Tableau 2 : Structure des lipopeptides appartenant a la famille des amphisines

. . Masse
Lipopeptide Souche (Da) Structure Références
.. Pseudomonas (Nielsen et
. FA-B-OH-D-Leu-D-Asp-D-aThr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Leu-L-1le-L-Asp
Lokisine sp. DSS41 1340.6 al., 2002)
Arthrofactine | ~seudomonas | .-, FA-B-OH-D-Leu-D-Asp-D-aThr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-GlIn-L-Leu-L-lle-L-Asp (Roongsawan
sp. MIS38 g etal., 2003)
. Pseudomonas Sorensen et
Amphisine sp. DSS73 1395.6 FA-p-OH-D-Leu-D-Asp-D-aThr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-GIn-L-Leu-L-le-L-Asp ( al., 2001)
Pholineptine Pseudomonas FA-B-OH-D-Leu-L-Asp-L- Thr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-D-Leu-D-Ser-D-Leu-L-lle-D-Asp (Uietal,
pep fluorescens 1997)
Tensi Pseudomonas 1408.6 (Nielsen et
SN fluorescens : FA-B-OH-D-Leu-D-Asp-D-aThr-D-Leu-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-GIn-L-Leu-L-lle-L-Glu al., 2000)

e Les plusbacines

Les plusbacines sint aussi des lipopeptides produits par des Pseudomonas et qui a

une structure trés similiaire aux tripropeptines et empedopeptines produits par des bactéries

a gram (-). Il s’agit d’un groupe de 6 lipopeptides cycliques qui possédent comme en

commun la présence de 1’arginine, proline, serine, hydroxylorine et deux résidus d’acide

hydroxyaspartique, et de chaine d’acide gras contenant entre 14 et 16 atomes de carbones

(tableau 3). Comme est le cas pour les arthrofactines ces lipopeptides ont aussi le

caracéristique de former un cycle lactone entre 1’acide gras et le dernier acide aminé de la

chaine peptidique. Les plusbacines sont des lipopeptides qui possedent une bonne activité

antimicrobienne qui été mise en évidence chez les plusbacines A3 qui posséde la capacité

© 2017 Tous droits réservés.
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de blocquer le processus de transglycosylation et toutes les étapes de synthese de membrane
cellulaire peptidoglycanique (Hashizume et Nishimura, 2008).

Tableau 3 : Structure des lipopeptides appartenant a la famille des plusbacines produits par

© 2017 Tous droits réservés.

des Pseudomonas. Spp (Shoji et al., 1992)

CH10H D-aThr- D-Ala — L-Pro(30H) — L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 1130,5
CH1s0H D-aThr- D-Ala — L-Pro(30H) — L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11445
'CH1s0H D-aThr- D-Ala - L-Pro(30H) - L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser - L-Pro(30H) - L-Asp(30H) 1158,5
ICH160H D-aThr- D-Ala — L-Pro(30H) — L-Arg- D-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11585
CH1:OH D-aThr- D-Ala — L-Pro- L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11145
CHys0H D-aThr- D-Ala — L-Pro— L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11285
iCH160H D-aThr- D-Ala — L-Pro— L-Arg- L-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11425
iCH160H D-aThr- D-Ala — L-Pro— L-Arg- D-Asp(30H) — D-Ser — L-Pro(30H) — L-Asp(30H) 11425

e Lesviscosines

Les viscosines est une famille de lipopeptides qui contient 14 molécules ayant une
chaine d’acide gras composée entre 10 et 12 atomes de carbone, et d’une chaine peptidique
formée de 9 monomeres (tableau 4). Dans la plupart des cas la chaine d’acide gras de ce
groupe se trouve sous forme d’un acide 3-hydroxydécanoique. Chez les viscosines cycle
lactone est formé entre 1’acide aminé en 1’éxtrémité C-terminal de la chaine peptidique et le

troisiéme acide aminé qui est I’a-trhéonine (Nybroe et Sorensen, 2004). Les lipopeptide qui
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appartiennent a ce groupe sont produit par des Pseudomonas fluorescens et possédent

généralement des activités antimicrobiennes et biosurfactantes

Tableau 4 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des viscosines

C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-1le

1126,3 (De Bruijn et al.,
2007)
11253 C10-30H-L-Leu-D-GIn-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle (Nielsen etal.,
1999)
11404 C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle
11544 C11-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-1le
11684 C12-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle
11404 C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Leu
C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Val (De Bruijn etal.,
11124
2008)
1126,3 C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Leu
11404 C11-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle
1154,4 C12-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle
1140,4 C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D- Ile-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Ile (Quail etal.,
2002)
11684 C12-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D- Ile-D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-lle (Quail etal.,
2002)
1140,4 C10-30H-L-Leu-D-GIn-D-aThr-D- Val -D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-1le (Sinnaeve ot aI.,
2009a)
11684 C10-30H-L-Leu-D-GIn-D-aThr-D- Val -D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-L-Val (Sinnaeve etal.,
2009b)
1126,3 C10-30H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D- Val -D-Leu-D-Ser-L-Leu-D-Ser-D-lle (Coraiola etal.,

2006)
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e Lessyringomycines

Les syringomycines représentent un groupe de 11 lipopeptides ayant une chaine
peptidique de 9 acides aminée comme est le cas des viscosine attachée a un acide gras 3-
hydroxylé ou 3,4 dihydroxylé ayant une longueur de chaines qui varie entre 10 et 14 atomes de
carbone (Raaijmakers et al., 2006) (tableau 5). Les viscosines possédent de plus une présence
d’acides aminés rares comme I’acide 2,3 dihydro-2-aminobutyrique (Dhb), I’acide 2.4
diaminobutyrique (Dab), et la présence d’un résidu L-thréonine chloré (4-CI-L-Thr) a
I’extrémité C-terminal (4-CI-L-Thr) qui est responsable a I’activité antifongique des
syringomycines (Grgurina et al., 1994). La cyclisation des syringomycines se fait entre la serine
présente dans I’extrémité N-terminal et le 4-Cl-L-Thr de I’extrémité C-terminal. Les
syringomycines sont majoritairementes produits par des Pseudomonas syringae A 1’exception
des cormycines qui sont produits par Pseudomonas corrogata.

Tableau 5 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des syringomycines

. Structure Masse Référence
Molécule (Da)
; i Guenzi et al.,
Syringomycines CHuo(OH)- L-Ser-D-Ser-D-Dab-L-Dab-L-Arg-L-Phe-Z-DhAbu-OH-L-Asp-4cl-L-Thr 1111, 7 ( 1998
Al : )
Syringomycine CHi2(OH)- L-Ser-D-Ser-D-Dab-L-Dab-L-Arg-L-Phe-Z-DhAbu-OH-L-Asp-4cl-L-Thr 11257 (Segre et al.,
1989)
Syringomycine CHu4(OH)- L-Ser-D-Ser-D-Dab-L-Dab-L-Arg-L-Phe-Z-DhAbu-OH-L-Asp-4cl-L-Thr 1149 7 (Segre et al
1989)
Pseudomycine CHu4(3,40H)- L-Ser-D-Dab-L-Asp-D-Lys-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr 12237
A I}
Pseudomycine CHi4(30H)- L-Ser-D-Dab-L-Asp-D-Lys-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr
B
1207,7 (Ballio et al.,
Pseudomycine CHis(3,40H)- L-Ser-D-Dab-L-Asp-D-Lys-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr 12518 1994)
C ;
Pseudomycine 12358
C2 CHa6(30H)- L-Ser-D-Dab-L-Asp-D-Lys-L-Dab-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr '
Syringostatine
A CH14(30H)- L-Ser-D-Dab-L-Dab-D-Hse-L-Orn-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr
1179,7 (Sorensen et al.,
1996)
Syringostatine CH14(3,40H)- L-Ser-D-Dab-L-Dab-D-Hse-L-Orn-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr 1195.7
B )
Syringotoxine CHu4(30H)- L-Ser-D-Dab-L-Gly-D-Hse-L-Orn-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-4CI-L-Thr 1136,6 (Ballio e; al.,
1990
Cormycine CHis(3,40H)-L-Ser-D-Orn-L-Asn-D-Hse-L-His-L-aThr-Z-Dhb-L-Asp-L-Thr (Scaloni etal,
2004)
49
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e Lesorfamides

Les orfamides est une nouvelle classe de lipopeptide dont la production est découverte
en 2007 chez les Pseudomonas fluorescens pf5 (Gross et al., 2007). Ces lipopeptides se
caractérisent par la présence d’un acide 3-hydroxydécanoique ou d’un acide tetradécanoique
connecté a I’extrémité N-terminale d’une chaine peptidique composée de 10 acides aminés qui

forment le peptide cyclique (tableau 6).

Tableau 6 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des orfamides (Gross et al.,

2007)
a Structure Masse
Molécule
(Da)
Orfamide A CH140H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-L-Leu-D-Ser-L-Val

1295,6
Orfamide B CH140H-L-Leu-D-Glu-D-aThr-L-Val-L-Leu-D-Ser-L-Leu-L-Leu-D-Ser-L-Val 1281,6
Orfamide C 1267.6

CH140OH-L-Leu-D-Glu-D-aThr-L-D-alle-L-Leu-D-Ser-L-Leu-L-Leu-D-Ser-L-Val !

e Les putisolvines

Les putisolvines est une groupes de lipopeptides cycliques ayant une activité
biosurfactante produits par des souches de Pseudomonas putida PCL 1445. Ce groupe inclut
trois lipopeptides qui sont les putisolvines I, Il et 111 et qui sont tous caractérisés par une moitié
lipidique de nature hexanoique et une chaine peptidiqgue composé de 12 acides aminés. La
cyclisation de ces lipopeptides se fait entre I’extrémité C-terminale et le neuviéme acide aminé

de la chaine peptidique (Kuiper et al., 2004) (tableau 7).

Tableau 7 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des Putisolvines
(Kuiper et al., 2004)

. Structure Masse
Molécule
(Da)
Putisolvine | Ce-D-Leu-D-Glu-D-Leu-D-lle-D-GIn-D-Ser-D-Val-D-lle-D-Ser-L-Leu-L-Val-X-Ser 1380
Putisolvine 11 CoD-Leu-D-Glu-D-Leu-D-Ile-D-GIn-D-Ser-D-Val-D-lle-D-Ser-L-Leu-L-leu-X-Ser 1394
Putisolvine 111 CeD-Leu-D-Glu-D-Leu-D-lle-D-GIn-D-Ser-D-Val-D-lle-D-Ser-L-Leu-L-Ile-X-Ser 1394
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e Lessyringopeptines

Les syringopeptines est une famille composée de 11 lipopeptides qui sont produits

par des souches de Pseudomonas syringae et ayant des activités antimicrobiennes. Il s’agit

de lipopeptides cycliques formés de 22 a 25 monomeres qui sont connectés a un acide 3-

hydroxy-décanoique. La cyclisation de ces lipopeptides se fait entre les 8 derniers acides

aminés de la chaine peptidique. Les syringopeptines sont aussi des cytoxines qui agissent

par la formation des pores et la favorisation d’un flux transmembranaire passif d’ions qui

est responsable a I’activité phytotoxique de ces molécules (Bidwai et al., 1987; Fukuchi et

al., 1992; Segre et al., 1989) (tableau 8).

Tableau 8 : Structure des lipopeptides appartenant a la famille des syringopeptines

C10(OH)-Dhb-Pro-Val- Val -Ala -Ala- Val---- Val-Dhb-Ala-Val-Ala-Ala-Dhb-aThr-Ser-Ala-Dhb-Ala-Dab- Ballio et al
Dab-Tyr (Ballio et al.,
1991)
C12(30H)- dhAbu- D-Pro- D-Val- Val- D-Ala- D-Ala- D-Val- D-Val- dhAbu- D-Ala- D-Val- Ala- D-Ala- .
dhAbu- D-aThr- D-Ser- D-Ala- dhAbu- Ala- Dab- D-Dab- Tyr (Guenzi etal.,
1998)
C10(OH)-Dhb-Pro-Val- Ala -Ala -Val- Leu-Ala- Ala- Dhb- Val-Dhb-Ala-Val-Ala-Ala-Dhb-aThr-Ser-Ala- (B allio et al
Val-Ala-Dab-Dab-Tyr a
1994)

C10(OH)-Dhb-Pro-Val- Ala -Ala -Val- Leu-Ala- Ala- Dhb- Val-Dhb-Ala-Val-Ala-Ala-Dhb-aThr-Ser-Ala-
Val-Ala-Dab-Dab- Phe

(Moro, 1997)

C12(30H)- dhAbu- D-Pro- D-Val- Ala- D-Ala- Val- D-Leu- D-Ala- D-Ala- dhAbu- D-Val- dhAbu- D-Ala- D-
Val- D-Ala- D-Ala- dhAbu- D-aThr- D-Ser- D-Ala- Val- Ala- Dab- D-Dab- Tyr

(Dalla Serra et
al., 1999)

C10(30H)-dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Ala- Val- dhAbu- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser- Ala-
dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr

C12(30H)- dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Ala- Val- dhAbu- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser- Ala-
dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr

(Grgurinaetal.,
2002)

Ci12(30H)- dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Leu- Val- Ala- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser- Ala-
dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr

(Grgurinaetal.,

Ala- dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr

2005
C14(30H)- dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Leu- Val- Ala- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser- Ala- )
dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr
C10(30H)- dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Leu- Val- dhAbu- Ala- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser-
Ala- dhAbu- Ala- Dab- Dab- Tyr .
(Isogai et al.,
C12(30H)- dhAbu- Pro- Val- Leu- Ala- Ala- Leu- Val- dhAbu- Ala- Ala- Val- Ala- Ala- dhAbu- aThr- Ser- 1995)

© 2017 Tous droits réservés.
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e Lessyringafactines

Les syringafactines sont des lipoctapeptides qui sont produits par des souches de

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Il est composé d’une chaine peptidique linéaire

formée de 8 acides aminés et connectéé a un acide gras 3-hydroxylé. Le quatérieme résidu

d’acide aminé de la chaine peptidique peut etre soit une valine ou une leucine selon la

molécule. La longueur de la chaine d’acide gras des syringafactines varie entre 10 et 12

atomes de carbones (Berti et al., 2007). Les syringafactines possedent une importante

activité biosurfactante et contribue aussi a I’essaimage de la souche qui les produit.

Récemment, de nouveau lipopeptides linéaires produits par Pseudomonas cichorii qui

possédent les mémes sequences de la chaine peptidique des syringafactines avec une

différence au niveau du 5°™ acide aminé, soit la glutamine qui substitue la serine chez les

syringafactines (Pauwelyn et al., 2013) (tableau 9).

Tableau 9 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des syringafactines

C10(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- Val- Leu-

Leu

1081,7
C10(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- Leu- Leu- Leu 1095,7
C10(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- ILe- Leu- Leu 1095,7 Berti et al.. 2007
C12(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- Val- Leu- Leu 11097
C12(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- Leu- Leu- Leu 11237
C12(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- Thr- Ile- Leu- Leu

1123,7
C12(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- GIn- Val- Leu- Leu 1108.7

Pauwelyn et al., 2013

C14(30H)- Leu- Leu- GIn- Leu- GIn- Val- Leu- Leu 1136,7

© 2017 Tous droits réservés.
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e Lestolaasines

Les tolaassines sont des lipopeptides cycliques produits par des Pseudomonas tolaassi
et qui se distinguent des autres groupes par la présence de la plus courte chaine d’acide gras qui
peut etre soit un acide 3-hydroxypentanoique ou un acide 3-hydroxyoctanoique, et la présence
de la plus longue chaine peptidique qui peut-étre composée de 19 a 25 acides aminés (tableau
10). Les tolassines contiennent un acide aminé spécifique qui est le homosérine (Hse). Le cycle
lactone se forme entre le résidu allo-Thr et I’acide aminé de I’extrémité C-terminale de la chaine
peptidique et il contient entre 5 a 8 acides aminés (Bassarello et al., 2004; Nutkins et al., 1991).
Les tolaasines sont des lipopeptides produits par des souches pathogénes de Pseudomonas et

ils représentent un important facteur de virulence.

Tableau 10 : Structure et masses des lipopeptides appartenant a la famille des tolaassines
(Bassarello et al., 2004)

Cs@OH) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-Gin-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-1le-Hse-Dab-Lys 1959.3
C8(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-GIn-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-Val-Hse-Dab-Lys 1973.3
Cs(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-Gln-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-Val-Hse-Dab-Lys 2005.4
C8(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-GIn-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-Val-Hse-Dab-Lys 1987.4
C8(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-GIn-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-Val-Hse-Dab-Lys 1943.3
Cg(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-GIn-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-Ile-Hse-Dab-Lys 1987 .4
Cg(30H) - Dhb-Pro-Ser-Leu-Val-Ser-Leu-Val-Val-GIn-Leu - - - - Val-Dhb-aThr-1le-Gly-Dab-Lys 19433
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1.3.2. Lessidérophores

Les sidérophores sont des molécules secrétés par le microorganisme en cas de carence

de Fer dans le milieu environnant afin de combler le besoin du microorganime de permettre

d’assurer le bon fonctionnement des voies métaboliques liées a la présence du Fer. Apres leur

libération ces molécules agissent en captant le Fer qui se trouve dans leur environnement a son

état ferrique pour ensuite réincorporés par les récepteurs membranaires spécifiques qui se

trouvent a la surface de la cellule microbienne.

Les sidérophores sont des molécules qui

présentent une grande diversité structurale (figure 8). Chez les pseudomonas les sidérophores

les plus connu sont les pyoverdines qui sont des sidérophores a haute affinité pour le Fer, produit

principalement par des Pseudomonas fluorescens (Neilands, 1995), mais peuvenet etre aussi

produits par des Pseudomonas putida et des Pseudomonas aeruginosa, en outre d’autres

sidérophores sont aussi mis en évidence chez les Pseudomonas comme la pyocheline (Cox et

al., 1981), la pseudomonine (Anthoni et al., 1995) et la thioquinolobactine (Matthijs et al.,

2007).

Pyocheline (Adler et al., 2012)
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Pyoverdine produit par P.aeruginosa (Cornelis and Dingemans, 2013)

Fig. 8 : Structures de différentes NRPs sidérophores produits par des bactéries du genre

Pseudomonas
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1.4. Les domaines des synthétases NRPS chez les Pseudomonas

De nombreux peptides secondaires synthétisés par des Pseudomonas impliquent
’utilisation d’un complexe multienzymatique formé par des synthétases non ribosomiaux
appelés en anglais ‘Non Ribosomal Peptide Synthstase’ ou NRPS qui sont codés par un
ensemble de génes regroupés en opéron ou Cluster a I’intérieur du génome. Ce mécanisme de
biosynthese a été découvert pour la premiere fois par Lipmann et al., 1971. Les NRPSs
s’organisent en modules dont chacun est responsable a 1’incorporation d’un acide aminé
spécifique dans la chaine peptidique du métabolite en formation. A leur tour, les modules sont
subdivisés en domaines qui sont impliqués dans I’activation du monomere, 1’élongation de la
chaine peptidique et la libération du peptide synthétisé (Sieber et Marahiel, 2005). La taille
d’une synthétase varie entre 2 et une vingtaine de modules (Stachelhaus et Marahiel, 1995).
Les modules sont composés principalement par des domaines d’adénylation (A), de thiolation
(T), de condensation (C) et de thioestérase (Te) dont chacun posséde une activité enzymatique

essentielle pour la biosynthese du peptide en formation.

e Le domaine d’adénylation :

Le domaine d’adénylation (A) est composé par 550 acides aminés et a pour réle la
reconnaissance et I’activation d’un monomere. La séléction de I’acide aminé se fait apres une
réaction d’hydrolyse d’une molécule d’ATP qui fait intervenir des ions Mg?* pour donner une
forme active du monomere appelée aminoacyl-adénylate (Dieckmann et al., 1995; May et al.,
2002; Stachelhaus et Marahiel, 1995). La séléction du monomeére par le domaine d’adénylation
se fait en fonction des acides aminés présents dans des positions bien définies de leurs sites

actifs.

e Le domaine de thiolation:

Le domaine de Thiolation (T) appelé aussi domaine PCP (Peptidyl Carrier Protein), est
un domaine formé d’environ 100 acides aminés. C’est le domaine qui permet la fixation d’une
maniere covalente le I’aminoacyl adénylate activé par le domaine A par un lien thioester et
aboutit a la formation d’un aminoacyl-thioester (figure 9). Le transfere de I’aminoacyl
adénylate sur le domaine T est assurée a I’aide d’un cofacteur phosphopantéthéinque, ainsi la
transformation du domaine PCP contenant le cofacteur de sa forme inactive ‘Halo’ a la forme
active ‘Apo’ est réalisée par I’intermédiare d une phosphopantethéine transférase (Quadri et al.,

1998).
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Fig. 9 : Réaction d’activation d’un monomeére sélectionné par les domaines A en aminoacyl

adénylate et sa fixation sur le domaine (Kasai et al., 2012)

e Le domaine de condensation:

Le domaine de condensation C est forme de 450 acides aminés, il est impliqué a la
formation d’une liaison peptidique entre deux acides aminés de deux modules adjacents. En
géneéral, le nombre de liaisons peptidiques formées est égale au nombre des domaines C au
niveau de la synthétase. En effet, la liaison peptidique est établie par une attaque nucléophile
de I’acide aminé fixé sur le domaine T1 du module 1 par I’acide aminé fixé sur le domaine T2
du module 2 (Eppelmann et al., 2002). Selon la littérature, 4 types de domaines C qui ont été

mis en évidence (Rauch et al., 2007) :

> Le domaine PCL qui se situe aprés un domaine d’épimérisation et qui est
responsable a assurer la liaison peptidique entre deux acides aminés dont 1’un
est sous forme D et I’autre sous forme L.

> Le domaine “Cy qui est reponsable a assurer une liaison peptidiques entre deux
acides aminés de forme L.

» Le domaine C/E ou ‘dual condensation épimérisation’ qui a été mis en évidence
chez les NRPS dont le premier module contient une double fonction
d’épimérisation de I’acide aminé. Ce domaine a été mis en évidence chez les
NRPS qui contiennent pas d’activité spécifique d’épimérisation mais dont le
produit final contient des acides aminés sous formes D, telle est le cas des NRPS
responsables a la synthese des syringomycines, des arthrofactines et les

syringomycines (Balibar et al., 2005).
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» Le domaine Cstarter qui est situé a 1’extrémité N-terminale de la synthétase et qui
est responsable a établir la liaison entre I’acide aminé selectionné par le module

d’initiation de la synthétase et 1’acide gras situé au début de la chaine peptidique.

e Le domaine de thioestérase (TE):

Le domaine TE est situé a I’extrémité C-terminale de la synthétase et il est composeé par
280 acides aminés. Ce domaine est responsable a libération du peptide formé en effectuant
I’hydrolyse de de la liaison thioester établie entre le peptide et le domaine T du dernier module
de la synthétase. Ce domaine peut aussi assurer la cyclisation du peptide quand il est présent
avec un autre domaine Te en tandem comme est le cas des divers lipopeptides produit par
Pseudomonas, Ainsi le deuxieme domaine Te intervient & la libération des domaines de

thiolation ayant acétylé d’une maniére erronée (Sieber et Marahiel, 2003).

f \'. I{f ‘-,III { \\'.
AN | A I. Adanylation A | A Condensation A A . termination  nonribosomal
MKB e sd C  perl — Pcr\ C me TN peptide

Fig. 10 : Schéma des différentes étapes de biosynthese de peptide non ribosomial par une
synthétase (Condurso et Bruner, 2012)

En plus des 4 domaines principaux précédemment cités (figure 10), certaines modules
font intervenir des domaines secondaires qui interviennent dans la biosynthese du peptide non
ribosomial. Ainsi on peut trouver des domaines d’épimérisation (E), de oxydation (Ox), de
réduction (Re), de cyclisation (Cy), de méthylation (M) et de formylation (F) (figure 11). Ces
domaines secondaires ont pour réle 1’obtention de différents variants du peptide synthétise et
d’offrir ainsi une diversité importante au niveau des activités biologiques des peptides non

ribosomiaux.

57

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Oumaima Zouari, Lille 1, 2017
Introduction

[ T

@

@
POO=

Fig. 11 : Localisation des domaines secondaires au niveau d’un module d’élongation
(Stachelhaus et al., 2002)

Ces différents domaines sont organisés en modules a I’intérieur d’une synthétase NRPS,
ainsi on y distingue 3 types de modules : Le module d’initiation qui est composé d’un domaine
d’adénylation (A) et d’un domaine de thiolation (T), un module d’élongation qui se compose
d’un domaine d’adénylation (A), d’un domaine de thiolation (T) et d’un domaine de
condensation (C), cette organisation dans le module d’¢élongation se répéte n fois la longueur
du peptide synthétisé, et finalement un module de terminaison qui est formé d’un domaine de
condensation (C) et d’un domaine de thioestérase (Te) (Mootz et al., 2002). Ainsi, la structure

modulaire générique d’une protéine NRPS s’organise de la maniere suivante :
(AT) (CAT)n (CATTe)

1.5. Les voies de biosynthese des lipopeptides chez les Pseudomonas

Trois différents mécanismes de biosynthése des NRPS ont été définis selon

I’organisation des différents modules dans la synthétase (Mootz et al., 2002).

e La biosynthese linéaire

La biosynthése linéaire correspond a I’organisation des monomeéres du peptide
synthétisé selon 1’ordre et le nombre de modules de la synthétase NRPS (figure 12). Ainsi la
séquence du peptide néoformé correspond alors au nombre et a I’ordre des modules dans la

synthétase.
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Fig. 12 : Schéma de la biosynthese linéaire pour les s-aminoadipyl-cysteinyl-D-valine (Mootz et
al., 2002)

e La biosynthese Itérative

La biosynthese itérative est un mécanisme ou I’utilisation de chaque module peut étre

effectuée plusieurs fois pour I’assemblage des monomeres du méme peptide.

lterative (type B)

module 1 madule 2 OH
Tes HO
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OH b
ly W &
a 5]

Entercbactin
Fig. 13 : Schéma de la biosynthése itérative : cas de I’entérobactine (Mootz et al., 2002)

e La biosynthese non linéaire

La biosynthese non lin€aire est le mécanisme qui correspond a un ordre de I’assemblage

des monomeres différent a I’organisation des modules dans une synthétase (figure 14).
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Fig. 14 : Schéma de la biosynthése non linéaire : cas de la vibriobactine (Mootz et al., 2002)

1.6. Les nutriments influents la production des lipopeptides

Afin d’incorporer les lipopeptides dans les procédés de procédés de production a
1’échelle industrielle, il est important de définir un milieu de fermentation permettant de réduire
les colits de production et d’augmenter le taux de production des lipopeptides. Ces molécules
sont définies comme des métabolites dont la production n’est pas associée a la croissance et qui
est induite quand les cellules bactériennes ont épuisé un ou plusieurs substrats essentiels.
L’optimisation du milieu de culture est un facteur important dans la production des lipopeptides
La nature des sources de carbone, d’azote et des oligoéléments et leurs concentrations influent

significativement sur la nature et la quantité des lipopeptides produits.

1.6.1. Les sources de carbone

La source de carbone a un impact important sur le métabolisme bactérien ainsi que le
codt de production par les procédés fermentaires. Ainsi, la nature et la concentration de la source
de carbone représente un facteur potentiellement intéressant qui affecte la production des
lipopeptides. Certaines bactéries comme les Pseudomonas se caractérisent par leur capacité
d’assimiler certaines sources de carbones insolubles dans I’eau comme les huiles végétales et
les hydrocarbures pour la production des lipopeptides comme est le cas des Pseudomonas sp.
DSM 2874 qui utilisent 1’huile de colza comme source de carbone pour la production des
lipopeptides biosurfactants. Cependant les études sur I’optimisation de la production des
lipopeptides par des bactéries du genre Pseudomonas a partir des sources de carbones simples
restent trés restreintes. L’exemple par Bacillus amyloliquefaciens montre bien 1’influence des

sources de carbones simples sur la production des lipopeptides. En effet, ’utilisation du

60

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Oumaima Zouari, Lille 1, 2017
Introduction

dextrose, le glycérol, et le sucrose méne a la production des surfactines, les iturines et les
fengycines, tandis que 1’utilisation du maltose, du lactose et du sorbitol comme sources de

carbones aboutit uniqguement a la production des iturines (Singh et al., 2014).

1.6.2. Les sources d’azote

Plusieurs sources d’azote inorganique ont été mises en évidence pour la production des
lipopeptides comme le nitrate d’ammonium, le nitrate de sodium, le sulfate d’ammonium et
I’'urée. En outre, d’autres sources d’azote complexes ayant un faible colt sont également
montrées efficaces pour la production des lipopeptides comme la farine de soja, les peptones et
les hydrolysats acides de caséine (Liu et al., 2012). Les sources d’azote organique comme le
tryptone possédent également un effet positif sur la production des lipopeptides différents L-
acides aminés généralement homologues a ceux trouvés dans leurs chaines peptidiques (Zhao
et al., 2013), comme il a été similairement observé en milieu Landy modifié en substituant
I’acide glutamique par différents L-a- acides aminés. Le tourteau de colza représente un bon
exemple de sources d’azote utilisé pour 1’augmenter de la production de I’iturine A par des
Bacillus subtilis qui atteint une amélioration 8 fois plus haute comparant a d’autres sources
d’azote (Jin et al., 2014).

1.6.3. Les minéraux

La composition du milieu de culture en oligoéléments représente un facteur aussi
important 1’optimisation de la production des lipopeptides comme il s’agit des €léments qui
interviennent dans les voies métaboliques de la biosynthese de ces molécules. Ainsi certains
cations bivalents comme le Fe?* possédent un rdle crucial pour la production des lipopeptides
comme est I’exemple des surfactines produits par Bacillus subtilis dont la production a
augmenté de 8 a 10 fois en supplémentant un milieu de culture minimum par des ions Fe?* (Wei
etal., 2007). D’autres études ont montré aussi 1’effet positif de la présence de certains minéraux
comme les MnSOa, FeSO4 et Fe2(SOa4)3 sur I’augmentation de la production des lipopeptides
comme est le cas des surfactines produits par des souches de Bacillus (Yeh et al., 2005).
L’optimisation de la composition du milieu en cations bivalents se fait généralement a travers
des plans d’expériences, ce qui est le cas des surfactines dont la concentration a doublé en

utilisant un plan statistique de Taguchi (Weng et al., 2007).
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1.7. Les plans d’expériences

Les plans d’expériences consistent & une série d’essais qui permettent d’analyser
simultanément 1’effet des variables d’entrée appelés ‘Facteurs’ qui représentent une grandeur
physique modifiable par 1’expérimentateur afin d’étudier son influence sur les variables de
sortie appelées ‘Réponses’ qui représentent les grandeurs physiques étudiées. Ces outils sont
appliqués généralement dans les expériences qui accompagnent les procédés industriels et la
recherche scientifique afin d’identifier les parametres ayant une influence sur la qualité des
résultats et de déterminer par conséquent les facteurs aboutissant a des réponses optimales
(Goupy, 2006). Il existe deux types d’investigations de plans d’expériences qui peuvent étre
utilisés dans les expériences d’optimisation : les plans de criblage ou de screening et les plans

de surface de réponse (RSM).

1.7.1. Les plans de criblage

Le plan de criblage ou de screening représente une technique qui permet de distinguer
parmi les facteurs étudiés par I’expérimentateur, ceux qui ont une influence sur la variation de
la réponse non négligeable statistiquement. Ainsi cette technique permet de sélectionner et de
retenir les parameétres ayant une influence digne d’intérét en testant 1’effet de plusieurs facteurs
avec un maximum d’amplitude de sa borne supérieur a sa borne inférieure. Le plan de criblage
nécessite I’application du principe statistique d’orthogonalité qui consiste a répéter 1’expérience
précédente pour chacune des variables en maintenant les autres fixés successivement a leurs
deux niveaux possibles. Ainsi ce systeme représente ‘un plan factoriel complet’ et conduit a la
génération de 2 expériences. Malgré ’avantage présenté par cette méthode comme aucun
facteur ne présente aucun biais de calcul dans le calcul des effets des autres, cette technique
présente aussi un inconvénient de vue des nombres d’expériences générés quand k devient

important. D’autres alternatives de criblage moins colteuse peuvent alors étre utilisés dont :

» Les plans factoriels fractionnaires: cette méthode permet de réduire
significativement le nombre de points par plan en introduisant la notion de la
confusion des effets.

» Le plan de Taguchi : il s’agit du méme principe qu’un plan factoriel fractionnaire

tenant compte des interactions entre les facteurs considérés importants. Cette
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technique est développée principalement pour des expériences réalisées a 1’échelle
industrielle.

> Le plan de Plackett-Burman : c’est un plan dont les effets principaux sont aliasés
avec les interactions a deux facteurs et qui n’est par ailleurs utilisé que lorsque les

interactions a deux facteurs sont considérés négligeables.

Les plans d’expériences par criblage permettent d’avancer sur la compréhension
qualitative du systéme étudié en permettant de sélectionner les parametres ayant une influence
significative, cependant pour réaliser une étude a caractére principalement quantitatif des

méthodologies des surfaces de réponses peuvent étre réalisés.

1.7.2. Les méthodologies de surface de réponse (RSM)

La méthodologie des surfaces de réponse constitue une technique qui vise a la
détermination d’une maniere quantitative les variations de la réponse vis-a-vis des facteurs
ayant une influence significative (Jacques, 2000). Cette méthode est précédée généralement par
des plans de criblage qualitatif et ne prend en compte que les facteurs ayant une influence
significative sur la réponse. La surface de réponse a donc pour objectif de mener une étude plus
compléte de la fonction réponse qui peut servir de base de recherche des conditions optimales.
On utilise ainsi un concept d’optimisation indirecte. La méthodologie de surface de réponse est
donc considérée comme un ensemble d’outils qui permettent 1’exploitation d’objets

simplificateurs de la réponse étudiée.
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2. Situation et objectif du travalil

Les lipopeptides sont des molécules produites par une grande variété de genres
bactériens dont les Pseudomonas. Ils sont composés d’un acide gras lié¢ a un oligopeptide court
et possédent une grande variété de structures et d’activités biologiques dont des activités
biosurfactante, anti-microbiennes et élicitrices (induction d’une réponse de résistance aux
pathogenes chez les plantes). Les lipopeptides sont également de puissants biosurfactants
susceptibles de remplacer a terme certains surfactants de synthése notamment dans les activités

de bioremédiation.

Le groupe taxonomique des Pseudomonas est intéressant a explorer car il posséde un
potentiel important de synthése de lipopeptides encore peu exploité. Les présentes travaux
consistent a sélectionner des bactéries du genre Pseudomonas isolés a partir d’un sol d’ateliers
de mécanique tunisiens souillés par des hydrocarbures afin d’en rechercher des molécules
bioactives ayant des propriétés biosurfactantes et émulsifiante. Un criblage des molécules
produites sur milieu riche par spectrométrie de masse de type MALDI-ToF va étre réalisé pour

mettre en évidence la production des lipopeptides.

Une premiére purification visant pour la caractérisation structurale va étre développée
en utilisant des techniques d’extraction en phase solide et de séparation par chromatographie.
Ensuite pour la purification des lipopeptides produits a une plus grande échelle des processus
d’ultrafiltration et de diafiltration, souvent utilisés pour la production des lipopeptides purifiés
a I’échelle pilote, vont étre adoptés pour servir au test & la mise en évidence des activités

biologiques de ces lipopeptides ainsi que de leur potentiel de dégradation des hydrocarbures.

L’identification de la structure chimique des lipopeptides produits par les souches
criblées va étre réalisée en utilisant une approche combinée alliant la spectrométrie de masse a
la bioinformatique en utilisant des logiciel de prédiction de la structure de la chaine peptidique
des lipopeptides en analysant les génes codant a leurs biosynthése et 1’organisation modulaire

des synthétases qui en sont issues.

Enfin, une optimisation des conditions de production de la molécule en milieu liquide
pour la méthode des plans d’expériences en testant des modeéles qualitatifs et quantitatifs est
aussi en cours de développement pour la détermination d’une composition optimale du milieu
de culture en nutriments et oligoéléments afin d’améliorer le niveau de production des

molécules d’intérét. La définition des conditions de production sera exploitée pour la mise en
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oeuvre d’une production en bioréacteurs. Une production et purification a I’échelle pilote de
ces nouveaux biosurfactants sera réalisée afin d’obtenir une quantité importante de

biomolécules pour tester leurs activités biologiques potentielles.
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1. Isolement des souches de Pseudomonas

1.1. Echantillonnage et purification des souches de Pseudomonas

Les colonies bactériennes ont été isolées a partir de 3 trois différents emplacements :

e Un sol d’un atelier de mécanique contaminé par des hydrocarbures
e Un effluent d’une industrie pétroliére

e Un sol contaminé par des huiles végétales d’une huilerie

Les échantillons de sol ont été prélevé a partir de la surface, et des profondeurs de 5 cm et de
10 cm. 1 g de chaque échantillon a ét¢ mélangé avec 10 ml d’eau physiologique et vortexer
pendant 10 minutes. Ensuite, une série de dilution par ’eau physiologique allant de 10 jusqu’a
10 a été préparée. 1 ml de chaque dilution a été étalé sur une gélose LB et incubé a 30°C
pendant 24 heures. Ensuite, les colonies bactériennes ont été purifiées en étalant chaque colonie
isolée sur une gélose cétrimide un milieu spécifique pour I’isolement des bactéries du genre
Pseudomonas et ont été incubées a 30°C et a 37°C pendant 24 heures. Les souches de

Pseudomonas ainsi obtenues ont été conservées pour les expériences ultérieures.

1.2. Les milieux de culture

Deux milieux de culture ont été utilisés pour I’isolement et la purification des souches

de Pseudomonas

1.2.1. Milieu Cétrimide

Le milieu cétrimide est un milieu sélectif des Pseudomonas et qui est généralement
utilisé pour I’identification des Pseudomonas aeruginosa comme il contient le bromure de
cétyltriméthylammonium qui est responsable a I’inhibition des bactéries autre que les
Pseudomonas en causant la libération de 1’azote et des formes phosphorés de la cellule
bactérienne. Le milieu cétrimide est composé de : digestat pancréatique de gélatine 20 gL,
chlorure de magnésium 1,4 gL, sulfate de potassium 10 gL, glycérol 10 mL, bromure de
cétyltriméthylammonium 0,3 gL, agar 13,6 gL™!; pH 7,2 + 0,2. La stérilisation du milieu
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Cétrimide est effectuée par autoclavage avec un traitement thermique de 121°C pendant 15

minutes.

1.2.2. Milieu Luria-Bertani LB

Le milieu Luria-Bertani (LB) a été utilisé sous forme gélosée pour la purification des colonies
des souches de Pseudomonas précédemment isolées. Ce milieu est composé de : Extrait de
levure 5 gL, Tryptone 10 gL, Chlorure de Sodium 10 gL, Agar 17 gL ; pH 7,2. La
stérilisation du milieu est effectuée par autoclavage avec un traitement thermique de 121°C
pendant 20 minutes.

1.2.3. Conservation des souches

Pour la suite des expériences un stock des Pseudomonas isolés a été conservé en
répartissant les colonies purifiées sur la gélose LB dans des cryotubes contenant 40% de
glycérol qui ont été stockés a -80°C pour une conservation a longue durée. Les souches de
Pseudomonas isolées ont été conservées dans des tubes a billes (Technical service consultants,

Ltd, Heywood UK) et stockées a -20°C pour une conservation a courte durée.

2. Cultures des souches de Pseudomonas sp. en fioles d’Erlenmeyer

Durant ce travail, deux milieux de cultures ont servis pour la réalisation des cultures

bactériennes en fioles d’erlenmeyer qui sont le milieu TSB et le milieu minimum MO9.

2.1. Milieu TSB

Le milieu TSB est constitué de : Digestion pancréatique de caséine 17 gL™*, Digestion
peptique de semoule de Soja 3 gL, Glucose 2,5 gL, Chlorure de Sodium 5 gL, Phosphate
bipotassique d’hydrogene 2,5 gL™t; pH 7,3. La gélose TSA est préparée en ajoutant aux
composants du milieu TSB précédemment cités 17 gL d’agar bactériologique. La stérilisation
du milieu TSB est effectuée par autoclavage avec un traitement thermique de 121°C pendant

20 minutes.
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2.2. Milieu minimum M9

Le milieu M9 est un milieu minimum compose de : Hydrogénophosphate de sodium 6
gL, Phosphate de potassium monobasique 3 gL, Chlorure de sodium 0,5 gL, Chlorure
d’ammonium 1 gL, Sulfate de magnésium 0,24 gL, Glucose 2 gLt ; pH 7,4. Pour assurer une
reproductibilité de la composition du milieu des solutions stocks concentrés sont préalablement
préparées et stérilisés séparément.

e Lasolution saline concentrée 10X composée de : Na,HPO4 60 gL, KH2PO4 30 gL
1 NaCl 5 gL, NH4CI 10 gL, La solution est stérilisée par autoclavage a 121°C
pendant 20 minutes aprés avoir ajuster le pH a 7,4 en utilisant une solution de NaOH
10M.

e Une solution de MgSO4 1M, stérilisée par autoclavage a 121°C pendant 20 minutes.

e Une solution de glucose (40%, P/V), stérilisée par filtration a travers des membranes

de porosité de 0,22 pm.

Le milieu M9 gélosé est préparé en préparant une solution contenant 20 gL' d’agar
bactériologique dans 900 ml d’eau qui sont stérilisés par séparément par autoclavage a 121°C
pendant 20 min et y ajouter apreés refroidissement a 50°C les différents composants du milieu

M9 conformément aux proportions précédemment citées.

2.3. Conditions de culture en milieu liquide

Les cultures en milieu liquide sont réalisées dans le milieu TSB ou M9 a 30°C et a 160
rpm. Pour chaque expérience, une préculture est préparée a partir d’une colonie isolée issue
d’un repiquage sur boite TSA d’un cryo-tube a bille conservé a -20°C. La préculture est réalisée
dans un Erlenmeyer de 50 ml contenant 10 ml du milieu et incubée pendant 16 heures. Pour
ensemencer la culture, la préculture est transférée dans un Erlenmeyer de 500 ml contenant 90

ml de milieu, la culture est incubée 72 h.
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3. Purification et concentration des biosurfactants

3.1. Préparation des surnageants de culture

Les cultures bactériennes réalisées sont centrifugées a 10.000 g pendant 10 minutes pour
en extraire le surnageant de culture qui est filtré a travers une membrane de porosité de 0,22
um afin d’en extraire toutes traces de cellules bactériennes. Les surnageants de culture ainsi

préparés sont conservés a 4°C pour des utilisations ultérieures

3.2. Semi purification et concentration des biosurfactants par précipitation acide

Les biosurfactants ont été précipités conformément a la méthode décrite par (Cooper
et Goldenberg, 1987; Peypoux et al., 1999) pour en préparer des extraits bruts. Cette
méthode consiste a I’addition de I’acide chlorhydrique au surnageant de culture jusqu’a
atteindre un pH= 2. Le mélange est ensuite incubé pendant une nuit a 4°C. Ainsi, les
biosurfactants contenus dans le surnageant de culture précipitent et sont extraits par
récupération du culot aprés une centrifugation a 10,000 RPM pendant 20 minutes. Le culot
est finalement resuspendu dans I’eau ultra-pure et le pH de la solution est ajusté a 8 en
utilisant une solution de NaOH a 1 M. Le mélange est ensuite conservé a 4°C pour des

utilisations ultérieures.

3.3. Purification par extraction en phase solide (EPS)

Une purification par 1’extraction des biosurfactants contenus dans les surnageants de
culture en phase solide a été effectuée a travers des colonnes C18 Maxiclean ayant pour phase
stationnaire un gel de silice octadécyl (Alltech, Templemars, France). La colonne est d’abord
reconditionnée avec 10 mL d’acétonitrile pur puis hydratée avec 10 ml d’eau ultra-pure. Un
volume de 2 mL des échantillons d’extraits bruts des surnageants de culture est ensuite passé a
travers la colonne. Un gradient d’eau/acétonitrile est alors appliqué pour 1’élution des
différentes fractions : la premiére fraction est éluée avec 10 mL d’eau ultra-pure pour
I’élimination des contaminants les plus hydrophiles comme les sels minéraux, la deuxieme
fraction est de 10 mL d’acétonitrile/eau (30% V/V) pour 1’élimination des peptones, finalement

une derniére fraction de 10 ml d’acétonitrile pur contenant les biosurfactants est éluée et
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récupérée pour étre séchée sous vide a 1’aide d’un concentrateur (SpeedVac Plus, Ramsey,

USA) a une tempeérature de 42°C et conservée a 4°C pour des utilisation ultérieures.

3.4. Chromatographie liquide a haute performance

La chromatographie a haute performance (CLHP) est une méethode de purification et de
quantification des biosurfactants. Des surnageants de culture semi-purifiés sur des colonnes
EPS sont ainsi filtrés a travers une membrane de porosité 0,22um. L’échantillon est ensuite
injecté dans le systtme HPLC (Waters, Milford, MA, USA). Le mélange des molécules
contenues dans 1’échantillon sont séparés par gradient d’affinité entre la phase stationnaire et la
phase mobile. La phase stationnaire qui consiste en une phase C18 (218 Vydac TP,
Fischerscientific, Strasbourg, France) de nature gel de silice et ayant pour dimension 5 pm x
250 mm x 2,5 mm. 50 pL de I’échantillon sont injectés dans la colonne par un injecteur
automatique (717 Autosample Waters, Milford, MA, USA). L’¢élution des différentes molécules
est effectuée avec un débit de la phase mobile de 0,6 mL/minute a I’aide d’une pompe (626
Pump Waters, Milford, MA, USA) en suivant les proportions d’un gradient
Eau/Aceétonitrile/TFA suivant : 95/5/0,1 (V/V/V) pendant 5 minutes, puis passé a 40/60/0,1
(VIVIV) pendant 5 minutes, puis a 15/85/0,1 (V/V/V) pendant 15 minutes pour passer ensuite
en isocratique a 0/100/0,1 (V/VIV) pendant 5 minutes et finalement équilibrer la colonne a
50/50/0,1 (V/VIV) pour 1 minute. Les molécules sont détectées a la sortie de la colonne gréace
a un détecteur (2996 PhotoDiode Array Waters, Milford, MA, USA) réglé sur une longueur
d’onde de 214 nm pour détecter les liaisons de nature peptidique. Les différents composés de
I’échantillon sont caractérisés entre 200 nm et 400 nm par des pics dont les temps de rétention
et les dérivés seconds sont analysés automatiquement par le logiciel Millenium. Les
échantillons ont été analysés en mode préparatif par la collecte en sortie des molécules séparés
qui ont été sechés au speedvac et conserves a 4°C pour des utilisations ultérieures. L’analyse
des échantillons en mode analytique a été effectuée pour leur quantification par la mesure des
aires des pics des molécules séparées a partir des chromatogrammes obtenus. Dans certains cas,
les résultats ont été exprimés en équivalent surfactine a partir d’un étalon de surfactine préparé

au laboratoire qui a été utilisé comme standard.
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3.5. Purification par Ultrafiltration/ Diafiltration

Les extraits bruts des surnageants de culture filtrés a travers des membranes de
porosité de 0,22 um, ont été purifiés a travers des tubes microcentrifuges contenant des
membranes en polyethersulfone (PES) de tailles de seuil de coupure de 5 KDa et 10 KDa
(Millipore, Molsheim, France). Ainsi, une premiere ultrafiltration par centrifugation de
I’extrait brut est effectuée avec une vitesse de rotation de 4500 g pendant 20 minutes. Cette
étape est importante pour 1’¢élimination d’une grande partie des substances résiduelles et les
métabolites primaires quant aux biosurfactants ils restent concentrés dans e retentat quand
ils se trouvent au-dessus de leurs CMC gréace a la formation de complexes micellaires. Le
retentat est ensuite diafiltré par trois lavages successifs a 1’eau ultra-pure en effectuant des
centrifugations dans les mémes conditions précédentes afin d’éliminer les micromolécules
et les sels minéraux de 1’échantillon. Enfin, 1’échantillon est ultrafiltré au méthanol a 25%
afin de détruire les liaisons micellaires et éluer le biosurfactants qui est récupéré au cours
de cette étape dans le filtrat. La pureté des filtrats et des retentat est ensuite vérifiée par
évaluation en CLHP ou CLHP couplée a la masse, ainsi un rapport de purification peut étre
établi

4. Screening des souches ayant un potentiel de production des biosurfactants

4.1. Test de ‘Drop-collapse’

Pour identifier les souches ayant le potentiel de produire des biosurfactants, un test de
‘Drop-collapse’ a été effectué. Ce test réalisé a travers une plaque a 96 puits, consiste a placer
2 ul d’huile de paraffine a I’intérieur de chaque puit et le laisser équilibrer pendant 1 heure a
la température ambiante. Ensuite, 5 pl de surnageant de culture des isolats bactériens ont été
ajoutés a la surface de I’huile et le résultat a été observé apres 1 minute. Les cultures contenant
des biosurfactants donnent une goutte plate et sont marqués positives tandis que celles qui
donnent une goutte ronde sont marquées negatives et soulignent une déficience des surnageants

de culture en biosurfactants (Youssef et al., 2004).
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4.2. Mesure de la tension de surface et de dilution critique micellaire Fcmc

La tension de surface a été mesurée a la température ambiante sur des solutions des
extraits bruts des surnageants de culture des souches de Pseudomonas précédemment isolées
en utilisant un tensiomeétre (TD1 LAUDA, Lauda-Konigshofen, Allemagne) conformément a
la méthode de Du Noly ring (figure 15). Ainsi des dilutions des extraits bruts avec 1’eau
ultrapure de: 0; 1/20; 1/10; 1/5; Y4; ¥%; 1 ont été réalisées pour la détermination de la CMC qui
est estimée de de la dilution a partir de laguelle on obtient une augmentation brusque de la

tension de surface (Chakraborty et al., 2011).

: air
Pt-Ir ring

F (force)

M

Fig. 15 : Schéma de la méthode de Du Nouy ring pour la mesure de la tension de surface

4.3. Mesure de Pactivité émulsifiante

L’activité émulsifiante a été mesurée conformément a la méthode de (Cooper et
Goldenberg., (1987). Ainsi, 4 ml d’extrait brut de surnageant de culture (1% p/v) ont été
mélangés avec 4 ml de n-hexadécane et vortexés pendant 2 minutes. Le mélangé est laissé

précipiter pendant 24 heures. L’indice d’émulsification est déterminé ensuite comme suit :

Hauteur de l'émulsion
E24 (%) =

Hauteur totale

4.4. Test de I’étalement d’huile

Ce test consiste a placer 300 ul d’eau distillés dans la surface d’une boite de Pétri a 150

mm de largeur et d’y ajouter 15 pl de huile organique : le diesel et 20 pl de surnageant de
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culture des isolats de Pseudomans au centre du film de 1’huile. Ensuite le diamétre de 1’halo

formé est visualisé a la lumiére visible et mesuré apres 30 secondes (Rodrigues et al., 2006).

5. Identification des souches productrices de molécules biosurfactantes

Une identification phénotypique et moléculaire des souches de Pseudomonas

sélectionnées pour leurs activités biosurfactante et émulsifiante a été effectuée.

5.1. Coloration de Gram

Une caractérisation phénotypique des isolats a été réalisée par une observation
microscopique de I’aspect et la morphologie des colonies, et la coloration de Gram. Le
principe de la coloration de gram consiste a fixer un frottis sur une lame microscopique et
le recouvrir de violet de gentiane (1% P/V) pendant 1 minute puis le rincer a I’cau, la lame
est ensuite recouverte de lugol (1% P/V) pendant 1 minute puis un deuxiéme ringage a I’eau
est effectué. Le violet est ensuite €liminé avec une solution d’éthanol 90° ce qui va permettre
de distinguer les bactéries a gram négatif de celles a gram positive. Une fois la lame est
rincée, une derniére coloration avec la fushine pendant 1 minute est réalisée et la lame est

laissée sécher a I’air avant 1’observation microscopique a I’objectif 100X a immersion.

5.2. Caractérisation biochimique des souches

Pour caractériser les isolats sélectionnés pour leurs activités biosurfactantes, des
tests biochimiques ont effectués en réalisant différents 20 tests d’assimilation et de détection
de métabolites dont les tests oxydase et de fermentation des carbohydrates. Ces tests sont
réalisés a I’aide d’un systéme standardisé¢ utilisé pour 1’identification des bacilles a gram
négatif : la gallérie APl 20 NE. L’identification est ensuite faite a 1’aide du logiciel
APIWEB associé au systéme.

5.3. Identification moléculaire des souches

L’identification a été réalisée par 1’analyse des sequences du gene codant I’ARNr 16S.
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5.3.1. Extraction de ’ADN génomique (ADNg)

L’extraction d’ADN g a été faite avec le kit promega « Wizard® Genomic DNA
Purification Kit » (Promega corp, Madison, USA), a partir d’une culture bactérienne
incubée pendant une nuit en milieu a 30°C. L’extraction de ’ADN g des souches a gram
négatif consiste a la lyse des cellules bactériennes, la purification de I’ADN par
I’¢élimination des protéines, et des acides nucléiques comme I’ARN et a la concentration de
I’ADN par précipitation a 1’éthanol 70% et a I’isopropanol. Une quantification de ’ADN g
extrait est effectuée grace au spectrophotometre Nanodrope TM 1000 avant sa conservation

a -20°C pour les expériences ultérieures.

5.3.2. Amplification de ’ADN 16S par PCR

L’amplification génique de I’ADN in vitro est réalisée grace a une réaction en chaine
par polymérase (PCR) qui est une réaction qui permet d’obtenir un grand nombre de copies
d’un fragment d’ADN en utilisant des amorces spécifiques des séquences a amplifier. Au cours

de cette expérience deux amorces ont été utilisés : S1 et S2 (Tableau 11).

Tableau 11 : Structure des amorces universelles S1 et S2

Amorce Séquence Concentration initiale
S1(F) 5’ AGAGTTTGATC(A,C)TGGCTCAG-3’ 20 pM
S2 (R) 5’GG(A,C)TACCTTGTTACGA(T,C)TTC-3’ 20 pM

Pour réaliser la réaction, on place dans un tube PCR : 5 uL. d’ADN de concentration
supérieure a 25 ng/uL, 2,5 pL de chacune des deux amorces, 25 pL de Master Mix et 15 pL
d’eau. L’amplification est ensuite réalisée sur 30 cycles comportant les étapes suivantes : une
dénaturation initiale a 94°C pendant 3 minutes, une dénaturation a 94°C pendant 40s, une
hybridation a 55°C pendant 50s, une élongation a 72°C pendant 2 minutes et une élongation

finale a 72°C pendant 10 minutes.
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5.3.3. Electrophorése sur gel d’agarose

Cette étape est importante pour la veérification de la pureté et de la quantité des produits
PCR. Le gel d’agarose est préparé dans le tampon TBE 0,5X a une concentration de 0,7%, avec
I’addition du Gel Red TM, un colorant qui s’introduit dans les acides nucléiques fourni par
FluoProbes®. Les échantillons d’ADN sont mélangés avec le bleu de bromophénol et déposer
sur le gel d’agarose pour migration. Les bandes d’acides nucléiques sont ensuite visualisées a

I’aide du Gel Doc 2000 de Biorad® sous UV.

5.3.4. Purification des produits PCR

Les bandes du gel contenant les fragments d’ADN sont coupés et purifiés selon le
protocole décrit par le kit de purification fourni par le kit QIA quick gel extraction kit de
QIAGEN (Qiagen, Hilden, Allemagne).

5.3.5. Ligation et clonage plasmidique

Cette étape consiste a I’insertion du fragment d’ADN précédemment purifié¢ dans le
vecteur pPGEMT-Easy (Promega) qui est un plasmide linéaire qui permet le clonage des produits
PCR grace a la désoxythymidine débordante a chaque extrémité 5°. Les produits de ligation
sont constitués d’un mélange de ligase d’ADN T4, un tampon de ligation et une quantité d’ADN

déterminée comme suit :

Taille del'insert

Quantité d'insert = * 3 * quantité du vecteur

taille du vecteur

Les produits de ligations sont conservés a 16°C pendant une nuit.

5.3.6. Transformation par compétence naturelle

Le vecteur de clonage est transférer le vecteur de clonage pGEMT-Easy dans une cellule
compétente E. coli IM109 (Promega Corp, USA). La transformation est réalisée en mélangeant
2 pl de produit de ligation 25 pl de cellules compétentes et incuber le mélange dans la glace

pendant 15 a 20 minutes. Un choc thermique de 45 secondes a 42°C est ensuite exerce, puis 1
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ml de milieu SOC, et I’ensemble est incubé a 37°C pendant 1,5 a 2 heures. Le mélange est
ensuite étalé dans la gélose LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline, X-gal (5- bromo-4-chloro-
3-indolyl-B-D-galactopyranoside), et I’'IPTG (isopropyl-p-D-thio-galactopyranoside) pour la
sélection des clones transformés aprés incubation a 37°C pendant une nuit. Les colonies
blanches qui correspondent aux bactéries qui n’ont pas la capacité de la production f-
galactosidase a cause de I’inactivation du géne LacZ désignent les bactéries ayant inséré le
fragment PCR dans le plasmide, et sont alors sélectionnées. Tandis que les colonies bleues

témoignent que le géne LacZ est intact, I’insertion n’a donc pas eu lieu.*

5.3.7. Extraction de ’ADN plasmidique

Apres une culture d’une nuit d’une colonie blanche recombinante dans le milieu LB
dont I’ampicilline est additionnée a une concentration finale de 100 pg/ml, I’extraction du
plasmide est réalisée a I’aide le kit Q1A prep Spin Miniprep de QIAGEN en suivant le protocole

du fournisseur.

5.3.8. Digestion enzymatique

Une digestion par I’enzyme EcoRI (Fermentas, France) est effectuée pour la vérification
de I’efficacité du clonage. Ainsi 2 UL d’enzyme de restriction EcoRI sont mélangés avec 2 puL
de tampon EcoRI et 3 ul de I’ADN plasmidique de concentration entre 50-100 ng/pL et incubés
a 37°C pendant 1 heure et demi.

5.3.9. Séquencage et analyse phylogénétique

Les fragments d’ADN clonés ont été séquencés par la société Eurofins Genomics
(Ebersberg, Allemagne). Les amorces utilisées lors du sequencage sont pUC-M13-R et pUC-
M13-F dans le systeme ABI PRISM DYE Terminator cycle sequencing kit. Ces séquences ont
été comparées aux bases de données GenBank a l'aide du logiciel BLAST (Basic Local Search
Tool) fourni en ligne par le National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda,
MD, Etats-Unis). Les séquences des souches les plus proches du géne de I'ARNr 16S des isolats
ont été teléchargees a partir des bases de données du NCBI. Un alignement de séquences
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obtenues est ensuite réalisé avec le logiciel MUSCLE. L’arbre phylogénétique est ensuite
reconstruit a partir des sequences alignées en utilisant le logiciel Mega 7.0 avec la méthode de
Neighbour-joining appliquée aux distances de deux paramétres. Toutes les séquences ont été
soumises a la base de données GenBank avec des numéros d’accession: MG183696 (E39),
MG183695 (E311), and MG188738 (E313).

6. Identification et caractérisation de la structure chimique des biosurfactants

La nature chimique des biosurfactants a été en premier lieu caracterisée par des réactions
spécifiques en chromatographie sur couche mince (CCM), puis I’identification de la structure
chimique en utilisant une approche combinée qui relie la spectrométrie de masse MALDI-Tof

aux outils bioinformatiques.

6.1. Chromatographie sur couche mince ‘CCM’

La caractérisation de la nature chimique des biosurfactants a été effectué a travers une
chromatographie sur couche mince CCM, ou ‘Thin layer chromatography’ comme est son nom
en anglais. Cette technique consiste a faire migrer les constituants de 1’échantillon a analyser a
travers une phase stationnaire qui est une couche mince d’un matériel absorbant. Ainsi, 40 pL
des extraits bruts des surnageants de culture des souches productrices des biosurfactants ont été
déposés sur des plaques en gel de silice (F-254; Fisher), en utilisant un échantillonneur
automatique ‘CAMAG TLC Sampler’. La migration des échantillons a été assurée en utilisant
une phase mobile constituée de CHCIs: CH3OH: H.0 (65:15:2. V/V/V). Les plaques ont été
ensuite séchées a l'air, pulvérisées avec des réactifs standards et chauffées a 105 ° C pendant 5
minutes. La ninhydrine (0,5 g de ninhydrine + 100 ml d'acétone) a été utilisé pour la détection
des peptides, I’anthrone (1 g d'anthrone + 5 ml d'acide sulfurique + 95 ml d'éthanol) pour la
détection des glycolipides et le a-naphtol (3,75 g de naphtol + 25 ml d’acide sulfurique) pour

la détection des glucides.
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6.2. Spectrométrie de masse MALDI-ToF

La spectrométrie de masse MALDI-ToF est une technique d’analyse qui permet de
détecter et d’identifier les molécules selon leurs charges électriques et leurs masses
moléculaires. L’analyse a été effectuée en utilisant un spectrométre de masse (Bruker, Bremen,
Allemagne). Les analyses sont effectués sur une colonie bactérienne isolée sur la gélose TSA
et remise en suspension avec 10 pL de matrice composée d’une solution de saturée d’acide a-
cyano-4-hydroxycinnamique mélangée dans une solution de CH3CN/H20 ; 3/2 ; v/v avec 0,1%
d’acide trichloracétique. Les molécules des surnageants de culture ont eté également analysées
en mélangeant 1 pL de surnageant de culture avec 10 pL de la solution matrice. Les échantillons
ont été déposés sur des plaques MALDI-ToF a 384 cibles en suivant la méthode de préparation
des gouttelettes séchées. L’appareil est équipé d’un laser a azote opérant a 337 nm dont la
puissance est de 116.8 pJ et ayant un voltage d’accélération en mode positif de 25 kV avec une
matrice de détection au-dessus de 500 mV. La calibration de I’appareil est effectuée avec un
mélange peptidique allant de 1046,54 a 3147,47 (Bruker part.206195). Les masses des

molécules a analyser ont été mesurés dans intervalle de masse m/z entre 800 et 2000.

6.3. Chromatographie liquide couplée a la masse LC-MS

La chromatographie liquide couplée a la masse LC/MS a été réalisée en phase reverse
CLHP-MS (Waters, Acquity class H), qui est couplée a une quadruple MS unique (SQDetector,
Waters, Acquity). Les analyses ont été effectués a travers une colonne C18 (Waters) de
dimensions 2,1 x 50 mm x 50 um. L’¢élution a été faite en utilisant une phase mobile composée
de Eau/Acétonitrile et acidifiée avec 0,1% d’acide formique. L’¢lution des molécules a été

effectuée en suivant un gradient suivant :

Tablaeau 12: Gradient d’élution des biosurfactants étudiés en CLHP-MS en utilisant ’eau et

I’acétonitrile comme phase mobile
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L'ionisation et les conditions de la source ont été configurés comme suit: La température de la
source : 130°C; la température de désolvatation : 400°C; Le flux d'azote : 1000 L/h; La tension
de cbne, 120 V.

6.4. Prédiction de la structure des biosurfactants par des outils bioinformatiques

Les outils bioinformatiques ont été utilisés pour analyser le NRPS des génomes

complets de souches isolés et sélectionnés pour leur production de molécules d’intérét.

6.4.1. Norine

Norine est une base de données dédiée aux peptides non ribosomiaux (NRPs). 1l contient
plus de 1100 peptides et est accessible http://bioinfo.lifl.fr/norine/. Pour chaque peptide, il
fournit sa structure, son activité biologique, ses organismes producteurs et ses références
bibliographiques. La base de données Norine contient un outil de calcul complet pour I'étude
systématique des NRPs dans plusieurs espéces et permet d'obtenir une meilleure connaissance

de ces produits métaboliques.

6.4.2. AntiSMASH

11 s’agit d’une base de données utilisée pour I'analyse des peptides antibactériens et des
métabolites secondaires (antiSMASH). Ce logiciel constitue un nouveau pipeline complet
utilisé pour l'extraction automatisée des données des génomes microbiens annotés ou d’un
ensemble de séquences de ‘contig’ contenus dans le génome. Il permet ainsi I’analyse rapide
des groupes complets de génes NRPS ou méme des génomes entiers contenant plusieurs
groupes de génes NRPS pour la détection et I'annotation de groupes de génes de métabolites
secondaires afin d’en définir la présence de genes de biosynthese de metabolites secondaires.

Ce logiciel est disponible sur le site Web:

http://antismash.secondarymetabolites.org
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6.4.3. NRPS predictor 2

Il s'agit d'un outil utilisé pour la prédiction de la spécificité des domaines A de chaque
monomeére de la protéine NRPS en fonction de la séquence et des informations structurelles
concernant le site actif de chaque domaine. La spécificité des domaines A est prédite en utilisant
des systémes vectorielles qui se basent sur quatre niveaux hiérarchiques, allant des propriétés
physico-chimiques qui se décompose en trois parties différentes déterminant si elles sont
hydrophiles, hydrophobes-aromatiques ou hydrophobes-aliphatiques brutes des substrats,
jusgqu'aux substrats d'acides aminés uniques. Le niveau final prédit le substrat que code la

protéine NRPS donnee. Ce logiciel est accessible sur le site Web:

http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de

6.4.4. Napdos

11 s’agit d’un outil qui permet I'analyse et la détection rapide des génes des métabolites
secondaires. Il est congu pour détecter et extraire les domaines C et KS des séquences d'’ADN
ou d'acides aminés. Il est utile de déterminer les types de domaine C, qu'il s'agisse des domaines
Cstart, °Cu, “CL ou dual C/E. Les domaines sont identifiés en fonction de la comparaison des
séquences avec un large ensemble de génes de référence a guichets manuels a partir de voies

chimiques bien caractérisé. Ce logiciel est accessible gratuitement sur le site web:

http://napdos.ucsd.edu/run_analysis.html

7. Optimisation de la production des lipopeptides par la souche de Pseudomonas sp.

E313 par la méthode des plans d’expériences

7.1. Optimisation des conditions de cultures

Pour la détermination des conditions de culture optimales, les expérimentations ont été
effectuées indépendamment les unes des autres. Les facteurs environnementaux influant les
cultures bactériennes et qui représentent des parametres a contrdler durant le processus de

fermentation sont le pH, la temperature et I'aération, Ce qui permettra de definir les conditions
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de culture optimales a appliquer pour la production des lipopeptides. Ces expériences ont été

réalisées en utilisant un milieu complet : Le milieu TSB, en tant qu’un milieu de base

7.1.1. Cinétique de la croissance bactérienne et de la production des lipopeptides

La cinétique de la croissance des souches et de leur production en lipopeptides ont été
effectuées jusqu’a la phase de déclin cellulaire des cultures. Les suivis de la croissance ont été
effectuées toutes les 3 h dans les 9 premicres heures de culture, ensuite toutes les 24h jusqu’au
déclin des bactéries dans les cultures. Ces données sont complétées par les valeurs de la matiere
séche (MS) mesuré a partir du culot des échantillons de fin de culture La production de
lipopeptides a été suivie en collectant, des surnageant de culture toutes les 24h. Toutes les

expériences ont été réalisées en triplicata.

7.1.2. Optimisation de la température

La température de culture des souches représente un facteur substantiel a optimiser, afin
d’augmenter la production des souches en lipopeptides. Lors de ces expériences les souches
bactériennes ont été cultivées dans trois conditions de températures différentes: 22°C, 30°C,
37°C. Ces expériences ont été réalisées en fixant une vitesse d’agitation de 160 RPM. La
croissance et la production ont été suivies a 24h et 48h (conditions issues des premiers résultats

de I’étude des 3 souches).

7.1.3. Optimisation du pH

Afin de déterminer le pH optimal des milieux de culture, permettant la meilleure
production de lipopeptides, 5 niveaux de pH ont été étudiées dont les pH 6 a pH 8 avec un pas
de variation de 0.5. Les conditions de culture ont été réalisées en fixant une vitesse d’agitation
de 160 RPM et une temperature de 30°C. La solution MOPS de concentration 420 g/L a été

utilisée comme tampon a raison de 10% (v/v).
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7.1.4. Optimisation de I’aération-agitation

L’aération du milieu de culture était un parameétre a optimiser en testant I’influence de
la vitesse d’agitation de la culture sur la production des lipopeptides. Ainsi 3 gammes agitation
ont été testées, soit: 100 RPM, 160 RPM et 240 RPM.. Les cultures bactériennes ont eté
réaliséee en fixant la température a 30°C.

7.2. Plans qualitatifs

Les plans d’expérience qualitatifs consistaient a déterminer les éléments du milieu de
culture qui permettrait d’avoir la production optimale de lipopeptides. Les expériences
consistaient a apporter des éléments jugés nécessaires a la croissance bactérienne et ayant un
effet positif a la synthése de lipopeptides, a savoir les acides aminés, les cations, les sources
d’azote et de carbone et ’extrait de levure. Ainsi 2 plans d’expériences qualitatifs ont été
établis. Dans ces expériences d’optimisation, le plan d’expériences a été réalisé pour estimer
I’influence qualitative (absence/présence) d’un élément sur les réponses étudiées. D’ou les tests
comportent deux niveaux de concentration : -1 correspondant a 1’absence de 1’élément et +1
pour signifiant qui veut dire la présence de 1’élément a la concentration indiquée (tableau 13).
Les différentes cultures réalisées ont été tamponnés avec la solution MOPS (10% v/v). Les
substrats utilisés ont été préparés séparément en solutions stocks concentrées et stérilisées d’une
maniére adéquate pour chaque substrat (autoclavage ou filtration). Les milieux de culture ont
été inoculés a partir d’une préculture de 8h en raison de 0,4% (v/v).

Le premier plan qualitatif était réalisé en fixant le milieu minéral M9 dépourvu en
glucose et en sulfate de magnésium comme milieu de base et en fixant les conditions de culture
aux valeurs optimales (température, pH, aération) issues des expériences précédentes. Les
facteurs testés sont : la source de carbone, la source d’azote, les acides aminés et les minéraux.

Ce plan qualitatif est établi comme décrit dans I’annexe 2.
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Tableau 13 : Facteurs et modalités du premier plan d’expériences qualitatif

Glucose 25¢9.L"
Glycérol 25¢9.L"
Succinate de Sodium 259.L1
Acide glutamique 5g.L1
Chlorure d’ammonium 2g.L?
Extrait de levure 5g.L*
Valine
Serine 1,25 g.L?
Isoleucine
MgCl; 4 mM
MnCl2 0,035 mM
ZnSO4— 7TH20 0,0125 mM

Les facteurs optimaux issus des résultats obtenus lors I’analyse du premier plan
qualitatif ont été fixés pour la réalisation du deuxiéme plan qualitatif en les additionnant au
milieu de base. Les facteurs utilisés lors du deuxieéme plan qualitatif sont : les acides aminés et

les oligoéléments (tableau 14). La matrice utilisée pour la réalisation de ce plan est décrite dans

I’annexe 3.
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Tableau 14 : Facteurs et modalités du deuxiéme plan d’expérience

Glutamine
Aspartine
Leucine
25¢9.L"
Thréonine
Histidine
Proline
CoCl2-6H20 0,42 mg.L!
FeSOs- 7H20 0,1 mg.L?
CuS04-5H20 1mg.L?
Na:MoOg4 0,39 mg.L!
Kl- 6H20 0,66 mg.L™
CaClz 0,02g.L?

Ces expériences sont réalisées selon des plans D-optimaux dont le principal objectif est
de voir I’effet de chaque élément sur chaque réponse. Le D-optimal consiste a composer une
matrice de facon a avoir un déterminant maximum et a représenter 1’ensemble du domaine

expérimental : un facteur est enlevé, un autre injecté, et ceci jusqu’a avoir le déterminant le plus
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grand (Gauchi, 2005). Le modéle mathématique qui permet d’évaluer la réponse est le suivant

y=b0+ biXii+ bii Xi2i+ bijXijij+---+ ¢
ou y est la réeponse etudiee, Xi : les facteurs, bi : I’effet principal, bii : I’effet quadratique, bij :

I’interaction double de deux facteurs continus, € : ’erreur.

7.3. Plan composite RSM

Le modéle de second degré permet de mieux déterminer les optimums que ce soit en
minimum ou en maximum. En effet, apres avoir identifié les facteurs les plus influents, un plan
d’expériences quantitatif qui est un plan composite avec 5 parametres, est réalisé pour essayer
d’en retirer une composition optimale du milieu. Le domaine de chaque facteur est limité par
deux niveaux -1 et +1. Les différents facteurs constituant le plan composite et leurs niveaux

seront présentés ultérieurement.

Le coefficient o est calculé par la formule suivante3/16 , ou 16 représente le nombre
d’expériences de la matrice compléte. Ensuite les différents niveaux sont calculés par la formule
suivante :

Ui= Uo+ (AUXx)
ou Uo la moyenne entre les deux valeurs des niveaux -1 et +1. U; est la variable naturelle au
niveau 1 (soit ici la concentration), AU la différence entre deux niveaux consécutifs qui
encadrent la valeur du niveau & mesurer et x la variable codée qui est les 5 niveaux soit —a, -1,
0, +1 et +a. (Jacques, 2000).

L’analyse et le traitement des réponses se font avec le logiciel (MODDE 5.0 Umetrics,
Sweden). Lors du traitement des données, le modéle est valide si R? et Q2 sont proches de 1.
R? représente coefficient de corrélation expliquée par le modéle et Q? représente la fraction de
la variation de réponse prédite par le modéle. Ce sont des coefficients de régression linéaire qui
montre que les modeles mathématique et expérimental sont bons et que le modéle

mathématique explique bien le modele expérimental.
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7.4. Méthodes d’analyses

7.4.1. Suivi de la biomasse

La croissance a été suivie en faisant la cinétique de la turbidité des cultures bactériennes
en mesurant la densité optique (DO) de chaque culture au spectrophotométre Prim
(SECOMAM, Domont, France) a une absorbance de 600nm.

7.4.2. Mesure de la matiére séche

A partir des cultures bactériennes, 5 mL ont été centrifugés a 10.000*g pendant 10 minutes, le
culot a été ainsi récupéré et lavé deux fois avec 10 ml d’cau distillée. Le culot ainsi obtenu est
repris avec 5 ml eau distillée et déposé dans des coupelles préalablement pesées et placées a
I’étuve pendant 48 heures a 105°C. Les coupelles sont alors pesées et la matiére seche (MS) est
déterminée de la maniére suivante :

MS (mg) = (masse coupelle + culot) — masse coupelle

7.4.3. Dosage des lipopeptides

Afin de récupérer les lipopeptides, les cultures bactériennes ont été centrifugés a
10.000*g pendant 10 minutes pour en récupérer les surnageants de culture. Les lipopeptides ont
été ensuite extraits en traitant les surnageants de culture en EPS selon le protocole
précédemment décrit (p.55). Les lipopeptides extraits, ont été ensuite séchés sous vide au
speedvac a une température de 42°C et re-solubilisés dans 200 pL de méthanol (25%) afin
d’obtenir des échantillons concentrés 10X. Le dosage des lipopeptides a été effectué en RP-

CLHP selon le programme décrit auparavant (p.56).

7.4.4. Dosage des sucres et des acides organiques

Les concentrations des sucres et des acides organiques ont eté analysés en CLHP
Spectra SYSTEM P1000 XR fournie par Thermoelectron Corporation (Thermo Fisher

Scientific Inc., Waltham, MA, Etats-Unis) & partir des surnageants de culture filtrés a travers
87

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Oumaima Zouari, Lille 1, 2017

Matériels et méthodes

un filtre de porosité de 0,22 um en utilisant une colonne de Fast fruit juice (150 x 7,8 mm,
WATERS) conformément a la méthode décrite par Guez et al., (2008). Une colonne de garde
en co-polymeres de sulfonate et styrene-divinylbenzéne est placée en amont de la colonne. Le
dosage a été effectué en utilisant les conditions opératoires suivantes : un débit de 0,8 ml/min,
une température de colonne a ét¢ maintenue a 55°C. L’¢lution a été effectuée par une solution
de H3PO4 (0,05%). Le volume des échantillons injectés a été de 20 pL, et a été analysé a I’aide
d’un réfractométre spectra-system RI-150 (Thermoelecton cooperation) pendant 10 minutes.
Les pics qui correspondent au glucose ont été identifiés par leur temps de rétention et quantifiés
a I’aide du logiciel Azur 4.6 (Azur software, Datalys, France) par rapport a un standard de

glucose préalablement injecté.

8. Etude de I’application des biosurfactants

8.1. Test de la stabilité des biosurfactants

L’étude de la stabilité des biosurfactant a été effectuée sur des solutions d’extraits bruts
de biosurfactants de concentration de 1 gL préparée a partir de la précipitation acide des
biosurfactants (p. 55). La stabilité des molécules a été étudiée vis-a-vis de trois différents
parametres : la température, le pH, la salinité. La stabilité thermique a été mise en évidence en
incubant les solutions brutes de biosurfactants pendant 24 heures a différentes valeurs de
températures : 4 — 25 — 45 — 65 — 80 — 105°C. Les échantillons sont ensuite refroidis a la
température ambiante pour les analyses ultérieures. L’effet du pH a été testé en ajustant le pH
des solutions brutes de biosurfactants a des valeursde : 2 -4 -6 —8-10 -12, en utilisant des
solutions de HCL (3M) et de NaOH (1M), et tamponnées avec des solutions de tampon citrate
(50 mmolL1) pour les pH inclus entre 3 et 6, tampon phosphate (50 mmolLt) pour les pH
inclus entre 6 et 8 et un tampon Glycine — NaOH (50 mmolL™) pour les pH inclus entre 9 et 12.
L’effet de la salinité sur la stabilité des biosurfactants a ét¢ examiné en ajustant la concentration
spécifique des solutions brutes de biosurfactants en NaCl a : 2% - 4% - 6% - 8% - 10%. La
stabilité des biosurfactants a été évaluée en testant leur activité residuelle par la mesure de

I’activité émulsifiante (E24) et la tension de surface.
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8.2. Production en bioréacteur Batch

Deux fermentations ont été réalisées dont une en milieu minimal M9 et ’autre en
utilisant le milieu préalablement optimisé comme un milieu de culture. La fermentation est
réalisée a pH 7, une température de 30°C et une agitation de 160 rpm (conditions optimisees).
Les fermenteurs ont été ensemencés a partir d’une culture bactérienne de 8h de maniére a
obtenir une absorbance intiale a 600 nm dans la cuve de 0,1. Le pH a I’intérieur de la cuve est
contr6lé par I’ajout régulé des solutions de NaOH (3M) et de KsHPO4 (1M) stériles, grace a des
pompes intégrées dans le systeme. La quantité d’oxygéne dissous pO2 est mesurée a travers une
sonde d’oxygene qui est calibrée apres la stérilisation de la cuve de fermentation une fois que
le milieu de culture ayant atteint la température ambiante, par le réglage du niveau 0% de pO:
en reliant le cable de la sonde a la masse et le niveau 100% de pO2en injectant a la cuve de I’air

saturé (1000 tpm et 1 vvm) et filtré a travers une membrane de 0,2 um.

Température
pH. pOy
Controle des

gaz

Condenseur

Entrée d’air

Sortie d’air

~

Fig. 16 : Représentation schématique d’un bioréacteur batch moussant (Coutte, 2009)
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Une cuve de collecte de mousse préalablement stérilisé a été branchée a la sortie du
condenseur de la cuve de fermentation afin de recueillir la mousse produite tout au long du
processus (figure 16). Les données de pH et de pO2 ont été enregistrées grace a un logiciel
d’acquisition des données. Les échantillons de 5 mL ont été prélevés régulierement pour le suivi
de la cinétique de croissance bactérienne, de matiére séche et de la production des lipopeptides
(p. 63, p.64)

8.3. Biodégradation du diesel sur sable

Pour la réalisation des tests de biodégradation du diesel sur sable, des pots en plastique
de volume de 500 ml ont été préparés en tant que des systéemes de bioréacteurs (figure 17). Les
bioréacteurs disposaient d’une entrée d’air comprimé qui a été continuellement pompé a travers
un tube plongeant a I’intérieur du systeme, sous une pression de 0,3 Bar, et d’une entrée
permettant 1’approvisionnement quotidienne en milieu de culture M9 stérile dépourvu en
glucose. Le bioréacteur est équipé d’un tube placé en aval du systéme pour I’évacuation des
effluents issus de la percolation quotidienne par le milieu de culture. Chaque bioréacteur
contenait 200 mL de sol qui a été contaminé par 10% (v/v) de diesel stérilisé par filtration a
travers une membrane de 0,2 um. Le sol contaminé a été inoculé avec 20 mL de culture

bactérienne de 8 heures pour I’obtention d’un sol artificiellement contaminé.

Percolation par le milieu
de culture M9

v

D+ Alimentation par lair
comprimé

10cm

Lem

o
Récole des effluents «+—

Fig. 17 : Représentation schématique d’un bioréacteur utilisé pour les essais de dégradation

du diesel sur sable
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Des bioréacteurs inoculés avec des souches de Rhodococcus erythropolis T902.1 ont
servi de témoins positifs. Des bioréacteurs inoculés le milieu de culture dépourvu de bactérie
ont été utilisés comme témoins négatifs. Les bioréacteurs ont été incubés a 30°C pendant 28
jours, et la dégradation du diesel a été suivie en faisant des prélevements hebdomadaires des
¢échantillons durant la période d’incubation. Les analyses de la quantité¢ du diesel résiduelle a
été faite par le mélange de 1 g des échantillons de sols avec 2 mL de toluéne et 1’extraction de
la fraction organique ainsi obtenue pour la mesure de son absorbance a 420 nm (Rahman et al.,
2002). Le contenu des bioréacteurs a été aéré par retournement du sol toutes les 48 heures pour
éviter les conditions anaérobies. Le pourcentage d’élimination des hydrocarbures pétroliers

totaux (HPT) est déterminé comme suit:
ODi — ODx

%mw:( ODi

)*100

Toutes les expériences ont été réalisées en triplicatat.
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1. Isolement et screening des souches de Pseudomonas sp. ayant un potentiel de

production des biosurfactants
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1.1. Introduction

Les recherches qui s’intéressent a 1’étude des biosurfactants et leurs applications sont
récemment en train de se développer. L’intérét porté a ces molécules est essenticllement due a
leur diversité, leur aspect écologique, leur forte biodégradabilité et leur faible toxicité, ainsi que
leurs excellentes propriétés moussantes. Ces composés se caractérisent également par une
stabilité considérable vis-a-vis a différentes facteurs environnementaux extrémes et notamment
la température, le pH et la salinité ce qui permet d’élargir leur spectre d’application et plus
particulierement dans le domaine de bioremédiation. En effet, les biosurfactants ont montré un
potentiel important a étre impliqués dans la protection de 1’environnement, la biodégradation
des huiles organiques, ainsi que dans les industries agroalimentaires, cosmétiques et

pharmaceutiques.

Les bactéries du genre Pseudomonas sont considérées comme les producteurs les plus
communs des biosurfactants. En effet, de nombreuses études menées sur les biosurfactants
produits par les Pseudomonas ont montré que ces molécules sont impliquées dans plusieurs
fonctions bactériennes comme la protection des souches contre les composés toxiques comme
les métaux lourds, ils jouent aussi un rdle important dans la biodisponibilité et la
biodégradabilité des nutriments se trouvant dans le milieu environnant. En outre, Ces bactéries
se caractérisent par leur capacité d’utiliser plusieurs sources de carbone comme les huiles
végétales, les hydrocarbures, le glycérol et I’huile de paraffine pour la production des molécules
tensioactives. Ce qui fait que ces bactéries sont capables d’utiliser des sources de carbone
disponibles et non couteux pour synthétiser des molécules d’intérét. Ceci rend donc les
Pseudomonas des candidats promettant pour la production des biosurfactants. Par conséquent,
ces caractéristiques rendent les Pseudomonas des souches intéressantes a étudier pour leur
production des biosurfactants et d’explorer leurs activités et leur application dans différents
domaines. Dans ce contexte, le travail présenté dans cette premiere partie de la these s’intéresse
a I’isolement des bactéries du genre Pseudomonas a partir de différentes échantillons de sol
contaminés par les huiles organiques et a partir des effluents des industries pétrolieres pour en

sélectionner les souches ayant le potentiel a produire des molécules tensioactives.
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1.2. Isolement des Pseudomonas et caractérisation morphologiques des isolats

Les souches bactériennes ont €té isolées a partir de trois types d’échantillons contaminés
par des huiles organiques situées dans la région de Sfax au sud tunisien: un sol contaminé par
les hydrocarbures d’un atelier de mécanique, un sol d’une contaminé d’une raffinerie contaminé
par de I’huile d’olive, un effluent d’une industrie pétroliere. Parmi les isolats obtenus, les
souches de Pseudomonas ont en été ensuite sélectionnées en repiquant les colonies sur un milieu
sélectif des Pseudomonas: La gélose cétrimide et en les incubant dans les températures
favorables a leur croissance. Cette sélection a abouti totalement a I’obtention de 11 différentes
colonies bactériennes issues de I’échantillon de sol contaminé par les hydrocarbures d’un atelier
de mécanique. Ces souches désignées par : E32, E33a, E33b, E36, E37, E38a, E38b, E39, E311,
E312, E313 avaient subi une caractérisation morphologique par une observation microscopique
et une coloration de Gram pour la vérification de la conformité de leur caractéristiques aves les

bactéries du genre Pseudomonas (tableau 15).

Tableau 15 : caractérisation morphologiques des isolats bactériens

Forme Bacilles

Gram Négatif

Couleur Blanchatre — jaunatre

Mobilité Bactéries tres mobiles

Pigmentation Colonies fluorescentes des souches E32 et
E312

Ces caracteres morphologiques sont bien conformes avec celles qui ont été déja décrit
pour les bactéries appartenant au genre des Pseudomonas. Parmi les bactéries premiérement
sélectionnées, dans ce travail on s’est intéressé au criblage des souches ayant le potentiel de

produire des molécules biosurfactantes.

1.3. Screening des souches productrices des molécules a activité biosurfactantes

Le criblage des souches productrices des molécules ayant une activité biosurfactantes a

été réalisé en utilisant differents tests qualitatifs connus pour la détection de ces molécules
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comme le test de I’effondrement de I’huile, la mesure de la tension de surface, le test

d’étalement d’huile et I’activité émulsifiante (Satpute et al., 2008).

Un premier criblage a été réalisé en s’appuyant sur les tests de I’effondrement d’huile
et les mesures de la tension de surface des surnageants de cultures des différents isolats (tableau
16).

Tableau 16 : Criblage qualitatif des isolats pour leur production des molécules ayant des
activiteés biosurfactantes

Isolats Test de ’effondrement d’huile Tension de surface (mMN/m)
E33a - 55,9340,2
E33b + 30,33%+1,2
E36 - 47,4+0,8
E37 - 50,36+0,8
E38a - 49,13+0,2
E38b + 30,33+1,6
E39 + 29,93+0,7
E310 - 52,86+0,5
E311 + 34+0,6
E312 - 39,63+0,6
E313 + 30,26%0,6

Cinq isolats parmi 11 présentent une réaction positive avec le test de I’effondrement
d’huile. Les mesures de la tension de surface ont été effectuées en appliquant la méthode Du
Nouy et en en utilisant I’eau comme témoin négatif qui avait une valeur de tension de surface
de 72 mN/m. Ces 5 souches E33b, E38b, E39, E311 et E313 avaient la capacité de réduire
considérablement la tension de surface a 30,3+1,6 mN/m, 30,5+1,8 mN/m, 29,9+0,7 mN/m,

34+0,6 mN/m et 30,3+£0,6 mN/m respectivement. La Fcmc a été ensuite évaluée en effectuant
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une série de dilution allant de 1 jusqu’a 1/20°™ des surnageants de culture des 5 souches qui
avaient montré des activités biosurfactantes (figure 18).

73,0
\

Tension de surface (mN/m)

—n
—— — - 7
3 ko
0,6 0,8 1

Dilution

Fig. 18 : Mesure de la Fcmc par une série de dilutions des surnageants de culture des
souches E33b ( ), E38b ( =*=), E39 ( =—*—), E311 (=) et E313 ( ™)

Les résultats montrent que pour les 5 souches testées la valeur de la CMC a été atteinte a partir

d’une dilution de 1/4 &™e,

Les surnageants de culture des souches ayant montré les activités biosurfactantes les

plus élevées ont ensuite été soumises aux tests d’étalement d’huile et d’émulsification (tableau
17).

Tableau 17 : Evaluation de I’activité biosurfactante par le test de 1’étalement d’huile pour les
souches sélectionnées

Echantillon Etalement d’huile (mm)
E33b 16,2+1,1
E38b 1711
E39 19,4+0,6
E311 19+2,7
E313 19,4+0,6
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Les résultats ont montré que les surnageants de culture des souches E39, E311 et E313
ont abouti a la formation des halos avec des diamétres importants, qui sont de 19,33+0,6 mm,

19+2,7 mm et 19,33+0,6 mm respectivement.

Tableau 18 : Evaluation de I’activité émulsifiante par mesure de 1’indice d’émulsification
(E24) des solutions de biosurfactants des souches sélectionnées

Echantillon Indice d’émulsification (E24)
E33b 53+0,5%
E38b 62,7+1,1%
E39 79+2%
E311 78+0,2%
E313 79+0,4%

Les souches E39, E311 et E313 possedent également des indices d’émulsification
élevées qui sont de 79+2%, 78+0,2% et 79+0,4% respectivement (tableau 18) et que les
émulsions formées étaient stables pour une durée de 30 jours. Les indices d’émulsification
étaient moins importantes pour les souches E33b et E38b et qui sont de 53+0,5% et 62,7+1,1%
respectivement. Les tests de criblage réalisés ont montré que les souches E39, E311 et E313
possedent les meilleures propriétés biosurfactantes et émulsifiantes, et ont été par conséquent

sélectionnées pour la continuité de ces travaux.

1.4. Identification des isolats sélectionnés pour leurs activités biosurfactantes

L’identification des isolats sélectionnées apres le criblage de I’activité biosurfactante et
leur caractérisation a été effectuée par des outils biochimiques et moléculaires. Une premiére
caractérisation des souches a été alors réalisée en se basant sur leur profil de fermentation des
carbohydrates en utilisant une galerie APl 20 NE servant a la caractérisation des bactéries a

gram négatif et particulierement les Pseudomonas, par des différents tests d’assimilation et de
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fermentation. La lecture des tests réalisée a été effectuée aprés 24 heures d’incubation de la
galerie a 30°C en s’appuyant sur la base de données APIWEB. Les résultats donnés par le
logiciel montrent que les trois bactéries sélectionnées appartiennent au genre Pseudomonas
(tableau 19).

Tableau 19 : Caractérisation biochimique par des tests réalises en galerie APl 20 NE des
souches sélectionnées pour leurs activités biosurfactantes

Isolats

E39 E311 E313
Gram - - -
Oxydase + + +
Nitrate - - -
Tryptophane - - -
Glucose - - -
Arginine + + +
Urée - - -
Esculine de Citrate de Fer - - -
Gélatine - - -
4-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside - - -
Glucose (assimilation) + + +
Arabinose - - -
Mannose - - -
Mannitol + - -

N-acetyl-glucosamine - -
Maltose - - -
Gluconate de potassium - + +
Acide caprique - + +
Acide adipique - - -
Acide malique - +
Citrate trisodique + + -

Acide phenylacétique - - -
C.testosteroni/
Identités APl 20 NE P.alcaligenes

Tests

P.putida P.putida

En outre, un séquencage de I’ADNr 16S des souches E39, E311 et E313 a éte effectué
afin de réaliser une étude phylogénétique qui aboutit a une identification plus approfondie des
isolats sélectionnés. En effet, le géne codant ARNr16S est un géne chromosomique présent
chez toutes les especes bactériennes dont I’amplification de régions conservées au niveau de
I’ADN aboutit a une séquence de taille 1500 pb permettant 1’identification moléculaire des

bactéries. Les séquences des 3 souches étudiées obtenus ont été analysées a 1’aide du logiciel
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BLASTN fourni par le centre national de I’infirmation en biotechnologie (NCBI) afin de les
comparer avec les séquences existantes dans la base des données. Les résultats ont confirmé
celles obtenu précédemment et ont montré que les 3 souches étudiées appartiennent au genre

Pseudomonas (figure 19).
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71| L——F. asplenii ATCC 23835T (NR D40802.1)
F. donghuensis HYST (MR 136501.1)
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Pseudomaonas spp. E311
- 10 [‘seudnmunas spp. E39
19 G
P. putida ATCC 126337 (NR 114473.1)
F. japonica NBRC 1030407 (MR 040992.1)

3 F. cremoricalorata [AM 1541T (NR 040860 1)
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w— P. plecoglossicida FPC 951T (NR 24662.1)
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Fig. 19 : Arbre phylogénétique des séquences de géne de I’ADNTr 16S obtenu par la
méthode du Neighbour-joining montrant la classification des souches productrices des
biosurfactants avec différentes souches du genre Pseudomonas et une souche out-group:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145T.

Les souches E39, E311 et E313 sont regroupées ensemble et présentent une haute
similarité entre elles avec des pourcentages d’homologie de 99%. L’arbre phylogénétique

montre les relations de ces souches avec les souches de référence du genre Pseudomonas les
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plus proches (pourcentage d’identité > 97,9%). L’arbre phylogénétique montre que les 3
souches sont localisées dans une branche séparée appartenant au groupe des Pseudomonas
putida. Les souches les plus étroitement apparentées étaient Pseudomonas donghuensis (98,7%
d'identité) et Pseudomonas alklyphenlolica KL28T (98,6% d'identité) qui ont été recemment
proposées comme représentants d'espéces nouvelles du groupe Pseudomonas putida (Gao et
al., 2015; Mulet et al., 2015). Ils sont inclus dans un cluster avec Pseudomonas vranovensis
2B2T (98,1% d'identité) et Pseudomonas asplenii ATCC 23835T (98,1% d'identité)

1.5. Etude de la stabilité des biosurfactants

La stabilité des biosurfactants vis-a-vis des différentes conditions environnementales
comme le pH, la température et la salinité représente un facteur important a étudier pour leur
caractérisation. Dans ce travail, la stabilité des biosurfactants produits par les souches E39,
E311 et E313 a été étudiée en mesurant I’activité biosurfactante résiduelle par la mesure de la
tension de surface et I’activité émulsifiante résiduelle a des différentes gammes de température
(4°C - 105°C), pH (2 —12) et salinite (2% - 10%). Les résultats montrent que les biosurfactants
produits par les 3 souches ont retenu leurs activités émulsifiante et tensioactive résiduelles dans
une gamme de température située entre 4°C et 80°C. La tension de surface des biosurfactants
produits par les 3 souches testées a été relativement maintenue a pH alcalin dans une gamme
de pH allant de 6 a 12. Les moyennes enregistrées étaient de 31 £ 1,6 mN/m pour les
biosurfactants produits par la souche E39, 30,6 £ 1,1 mN/m pour les biosurfactants produit par
la souche E311 et 30,3 £ 1,1 mN/m pour le E313. A pH acide, on a observé une légere
augmentation des tensions de surfaces avec les biosurfactants des 3 souches. L'activité
émulsifiante a été relativement stable entre pH 6 et 10, avec une activité optimale obtenue a pH
7, tandis que une diminution importante a été détectée a pH 12 et au-dessous de pH 4 (E24
<41% pour E39, E24 <40,6% pour E311 et E24 <40,2% pour E313). La stabilité maximale du
biosurfactant a été observée a une concentration de NaCl a 2% (figure 20), tandis que des
changements Iégers ont été observés a des concentrations accrues de NaCl avec la rétention de
81%, 77% et 75% des propriétés tensioactives chez les souches E39, E311 et E313
respectivement. En outre, 85% de I'activité émulsifiante a été retenue pour tous les isolats
jusqu'a 10% de NaCl (P/V) (figure 20).

101

© 2017 Tous droits réservés. lilliad.univ-lille.fr



Thése de Oumaima Zouari, Lille 1, 2017

Résultats et discussion

(a) (b)
60 100
==
rE
£ 50 T 80
=z
e 40 - _
F s TF
& 30 = — S
o \\ —
= 3
2 10 %% — 20 -
(<3)
'_
E39 E311 E313 E39 E311 E313
T(°C) 04 m25 %45 m65 =80 0105 T(°C) 04 m25 =45 m65 =80 0105
() (b)
60 100
£ 50
=2
E
g 40
5 30
3
o 20
Z
(7]
= 10
0 [-] :
E39 E311 E313 E311 E313
pH E2 ®m4 =6 m8 =10 [O12 pH D2 M4 =6 1.7 M8 110 O12
(@) (b)
60 100
_50
= 80
2 40
E < 60
530 g
S o 40
5 20
©
£10 20
(%]
0 : - o :
E39 E311 E313 E39 E311 E313
%NaCl [12 m4 226 m8 010 %NaCl [£2 m4 =6 m8 10

Fig. 20 : Etude des conditions environnementales sur la stabilité des biosurfactants produits
par les souches E39, E311 et E313 par I’évaluation de 1’effet de la température, le pH, et la
salinité sur l'activité résiduelle tensioactive (a) et activité résiduelle émulsifiante (b).
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Dans cette expérience, les souches ont utilisé du diesel comme seule source de Carbone.
Le pourcentage d'élimination de I'hydrocarbure pétrolier total (HPT) dans les sols pour
différents bioréacteurs du sol est illustré a la figure 21. Il y a eu une diminution rapide de la
HPT dans tous les sols de traitement inoculés avec les trois souches productrices de
biosurfactants par rapport aux sols non inoculés. Au bout de 21 jours, I'ampleur totale de la
dégradation des hydrocarbures dans les sols contaminés par le diesel a été comprise entre 45,8%
et une réduction de HPT de 60,2% dans le sol inoculé avec des souches productrices
biosurfactants par rapport au sol utilisé comme contréle négatif avec une dégradation de I'huile
de 2,8% probablement en raison de la volatilisation de I'nydrocarbure pétrolier total. Des
pourcentages éleves de dégradation du diesel ont été obtenus apreés 28 jours, dont 55,5 + 4,8%,
68,3 + 2,4% et 56,9 + 5,1% chez les bioréacteurs inoculés avec des souches E39, E311, E313

respectivement contre 3,4% dans le bioréacteur témoin négatif.
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Fig. 21 : Suivi de la biodégradation totale des hydrocarbures pétroliers (HPT) par les souches
E39, E311 et E313 dans les sols diesel contaminés
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1.7. Discussion

Dans les travaux présentés dans ce chapitre, des bactéries du genre Pseudomonas ont
¢té isolées a partir d’un sol contaminé par des huiles organiques et criblés pour leur potentiel
de production des molécules ayant des propriétés biosurfactantes et bio-émulsifiantes vu
I’importance de ces molécules dans I’application dans différents domaines industriels ainsi que
dans les processus de bioremédiation des eaux et des sols comme une alternative écologique
des surfactants chimiques (Ron et Rosenberg, 2002, 2001). 11 souches de Pseudomonas ont été
obtenu a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures d’un atelier de mécanique et testés
ensuite pour leurs activités biosurfactantes et émulsifiantes pour en sélectionner les souches
actives. Le test de I’effondrement d’une huile organique a été réalisé en premier car cette
méthode est une méthode simple et sensible pour la détection de la présence des molécules
ayant des propriétés biosurfactantes. Les surnageants de cultures testés des souches désignées
par E33b, E38a, E39, E311 et E313 ont montré de réactions positives pour ce test ce qui indique
la présence des molécules biosurfactantes synthétisées par ces souches bactériennes d’une
maniére extracellulaire. La mesure de la tension de surface a révélé que ces 5 souches possedent
le potentiel le plus efficace de réduction de la tension de surface de 1’eau. En effet, les valeurs
obtenus sont compris entre 29,9+0,66 mN/m et 34+0,6 mN/m ce qui méne a conclure que les
biosurfactants produits sont d’une bonne qualité comme ils ont la capacité de réduire la tension
de surface au-dessous de 35 mN/m (Wang et Mulligan, 2004). Comparant a d’autres surfactants
étudiés, les valeurs obtenues sont inférieures a des surfactants de nature chimique comme la
SDS (Suk et al., 1999) et des biosurfactants produits par des souches de Pseudomonas comme
les biosurfactants de Pseudomonas putida qui réduisent la tension de surface a 35 mN/m (Kanna
et al., 2014) et comparables avec les biosurfactants de nature rhamnolipides produits par
Pseudomonas aeruginosa qui réduisent la tension de surface a 33,3 mN/m (Zhao et al., 2015)
mais qui peuvent présenter une limite dans leur application vu la pathogénicité de ces souches
pour I’homme. La Fcmc a été déterminée en réalisant une série de dilution sur les surnageants
de culture des 5 souches ayant montre des propriétés tensioactives. Les résultats ont montré que
la valeur de la Fewmc a été atteinte & partir de la dilution 1/4°™ pour tous les échantillons, ce qui
prouve que les biosurfactants sont produits par ces souches bactériennes au-dessus de leur
CMC. En outre, Les résultats obtenus ont été vérifiés et confirmés par la réalisation du test
d’étalement d’huile : Le diesel. Ce test a montré que les meilleures valeurs d’étalement d’huile
ont été obtenues avec les surnageants de cultures des souches E39, E311 et E313. Il est bien

connu que plus un biosurfactant est de bonne qualité plus il génére des abaissements de la
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tension de surface et un indice d’émulsification ¢levé. L’indice d’émulsification du n-
hexadécane des extraits bruts des 5 souches sélectionnées pour leurs activités biosurfactantes a
¢té mesuré pour I’évaluation de leurs activités émulsifiantes. Les valeurs obtenues sont
comprises entre 78,2% et 79,2% pour les souches E39, E311 et E313 qui sont comparables avec
les indices d’émulsification maximums des biosurfactants produits par des souches de
Pseudomonas aeruginosa (80%) (Aparna et al., 2012) comme il a été décrit dans des études
similaires, et plus élevée que des valeurs obtenus avec des surfactants de nature chimique
comme la SDS (78%) et le Tween 80 (67%), et certains biosurfactants naturels comme la
surfactine produite par Bacillus subtilis E8 (68%) (Gong et al., 2009). Tandis que pour les
solutions d’extrait brut des souches E33b et E3b, les valeurs de E24 obtenues ont été moins
importantes (53£0,5% et 62,7+£1,1% respectivement). Les tests de I’activité ont également
montré que les émulsions formées avaient une stabilité qui dépasse 30 jours. Cette stabilité
suggere I’application de ces molécules comme un bon agent émulsifiant dans les domaines
industriels. Ainsi, tous les résultats précédemment obtenus ont montré que les biosurfactants
produits par les souches E39, E311, E313 sont producteurs de biosurfactants avec des propriétés
tensioactives et émulsifiantes intéressantes. Ces 3 souches ont été alors sélectionnées pour

poursuivre ce travail.

L’identification phénotypique et moléculaire des souches sélectionnées a éte effectuée.
L’arbre ainsi obtenue révele que les 3 isolats étudiés étaient situées dans une branche distincte
du groupe Pseudomonas putida tel que défini par (Gomila et al., 2015). Ainsi, les souches E39,
E311 et E313 isolées d'une espéce contaminée par I'huile appartiennent au groupe de
Pseudomonas putida frequemment représenté dans les sols et dans I'eau. Ces isolats qui
produisent des biosurfactants ayant des propriétés émulsifiantes et tensioactives considérables,
ces caractéristiques rendent intéressant 1’¢tude de I’application de ces biosurfactants notamment
dans le domaine environnementale. Cependant 1’applicabilit¢ des biosurfactants dépend
étroitement de leur stabilité vis-a-vis des conditions environnantes comme la température, le
pH et la salinité. Dans ce travail, la stabilité des biosurfactants produits par les souches E39,
E311 et E313 a été évaluée en mesurant leurs activités émulsifiantes et tensioactives résiduelles
a des différentes gammes de température, de pH et a différentes concentration de NaCl. Les
biosurfactants produits par les trois souches étudiées se sont ainsi révélés thermostables comme
ils conservaient leurs activités aprés un traitement de 24 heures a des températures comprises
entre 4 et 80°C. La resistance thermique des biosurfactants lipopeptidiques jusqu'a 80°C ou

100°C a été rapportée par (Anyanwu et al., 2011; Das et Mukherjee, 2007; de Sousa et Bhosle,
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2012). Cette thermostabilité est relativement plus élevée par rapport aux tensioactifs
synthétiques tels que le dodécylsulfate de sodium qui présente une perte significative d'activité
résiduelle d'émulsification a partir de 70°C (Khopade et al., 2012). Cette propriété rend
intéressant 1’¢tude de 1’applicabilité des biosurfactants produits dans de hombreux domaines
industriels tels que les industries alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques ou les processus
de chauffage sont d'une importance primordiale. Les essais de stabilité au pH ont montré que
I'activité de réduction et d'‘émulsion des tensions de surface des biosurfactants testés est restée
stable sur une plage de pH de 6 a 12 mais a été affectée dans les conditions acides a des pH
inférieures a 4. La stabilité au pH alcalin des biosurfactants lipopeptidiques a été démontrée par
(Anyanwu et al., 2011; de Sousa et Bhosle, 2012; Mukherjee, 2007). Une diminution de
I'activité émulsifiante a pH acide a également été observée par (de Sousa et Bhosle, 2012) pour
un bioémulsifiant non connu. Il convient également de noter que la solution de biosurfactant
devient trouble au pH 4 comme I'ont observé Khopade et al., (2012). La précipitation du
biosurfactant pourrait expliquer la perte partielle de I'activité. L'addition de NaCl jusqu'a 10%
a légérement diminué l'activité des biosurfactants. La tolérance des biosurfactants
lipopeptidiques a été rapportée par (Anyanwu et al., 2011) jusqu'a 20% de NaCl et par (de Sousa
et Bhosle, 2012) jusqu'a 25% de NaCl. La stabilité des biosurfactants brutes dans une large
gamme de conditions de température, de pH et de salinité a confirmé leur potentiel d'utilisation
dans de nombreux domaines et en particulier dans l'application de bioremédiation. En outre,
afin d’aller plus loin dans 1’é¢tude de I’applicabilité des souches isolés dans le domaine de la
bioremédiation, des essais de dégradation sur sable ont été effectués en utilisant des bioréacteurs
contenant du sable artificiellement contaminés par du diesel et inoculés par les souches E39,
E311 et E313 et sont la dégradation été suivie pendant 4 semaines. Ces expériences ont montré
qu’au bout de 28 jours une elimination de 70% de TPH a été obsérvée dans les bioréacteurs
inoculés avec les souches E39, E311 et E313. Cependant, pour les souches de R.erythropolis
qui a été utilisé comme témoin positif ce niveau de biodégradation a été atteint plus tét (14
jours). Le pourcentage d'élimination a éte inférieur pour les souches E39 et E313 (environ 55%)
probablement en raison d'un taux d'élimination plus faible. Ces résultats sont comparables a
ceux obtenus dans d'autres études similaires (Das et Mukherjee, 2007; Mnif et al., 2017)
indiquent que ces souches de Pseudomonas spp. pourraient étre appliqués dans les essais de
bioremediation et que les biosurfactants qu'ils produisent pourraient améliorer la

biodégradation des hydrocarbures dans les sols (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).
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Les souches de Pseudomonas isolées a partir d’un sol contaminé par les hydrocarbures
ont ét¢ criblées pour leurs propriétés émulsifiantes et biosurfactantes. Trois d’entre elles ont
montrés la présence de molécules dans leurs surnageants avec un potentiel biosurfactant et
émulsifiants considérables, pour lesquels elles ont été sélectionnées pour poursuivre ces
travaux. L’identification des souches d’intéréts a montré que les trois isolats sont étroitement
liés entre elles et appartiennent au groupe de Pseudomonas putida. En outre, I’étude de
I’applicabilité des biosurfactants produits par les souches E39, E311 et E313 a montré que ces
biosurfactants possedent une bonne stabilité vis-a-vis des conditions environnementales
(Température, pH et salinité) et que ces souches possédent la capacité de dégrader les
hydrocarbures présents dans le sol avec un débit de dégradation relativement élevé. Dans la
suite de ce travail, on s’intéresse a la purification des molécules biosurfactantes pour

I’identification de leurs natures et leurs structures chimiques.
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2. Purification des biosurfactants et identification de leurs structures
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2.1. Introduction

Les biosurfactants microbiens sont connus par leur diversité structurale et fonctionnelle
considérable. Ainsi les biosurfactants les plus communs sont essentiellement les rhamnolipides,
les glycolipides, les lipopeptides (Rodrigues et al., 2006). Les lipopeptides représentent les des
métabolites secondaire a activité biosurfactante dont la production est trés répandue chez les
bactéries du genre Pseudomonas. Ces molécules sont produits par un mécanisme codé par des
synthétases non ribosomales a travers un grand nombre de genes clusters. En effet, les
synthétases sont organisées en modules dont chacun permet I’incorporation d’un acide aminé
spécifique, dont la combinaison est essentiellement a I’origine de la diversité des lipopeptides.
Une souche peut également synthétiser plusieurs isoformes d’un méme lipopeptide issues de

I’incorporation d’acides gras différents.

Cette partie de la thése est consacré a la purification des molécules produites par les
souches ayant montré une activité biosurfactante par des techniques chimiques,
chromatographiques et membranaires, et leur identification chimique au moyen dee réactions
réalisées apres séparation par chromatographie sur couche mince et leur identification
structurale en utilisant une approche combinée alliant la spectrométrie de masse et la
bioinformatique. la spectrométrie de masse (MALDI-ToF et LC/MS) permettra de déterminer
le poids moléculaire ainsi que la structure de la chaine peptidique des lipopeptides, et les outils
bioinformatiques permettront a partir de ’analyse du génome des souches productrices de
lipopeptides de réaliser une prédiction de la structure de ces derniers. La combinaison entre ces
techniques analytiques et bioinformatiques permettra de définir la structure des biosurfactants
produits, ce qui représente une étape importante pour une caractérisation plus approfondie de

leurs propriétés fonctionnelles liées a leur structure chimique.
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2.2. Caractérisation des biosurfactants produits par les souches E39, E311 et E313

Afin de caractériser la nature chimique des biosurfactants produits, différentes
techniques de révélation ont été effectuées apres séparation par chromatographie sur couche
mince. L’anthrone a été utilisée pour la détection des glycolipides, le a-naphtol pour la
détection des carbohydrates et la ninhydrine pour la détection des amines et donc
potentiellement des lipopeptides. Les résultats ont montré qu’il n’y avait pas eu de réactions
positives dans les plaques traitées avec 1’anthrone et le a-naphtol (tableau 20). Tandis que dans
les plaques traitées avec la ninhydrine, des spots rouges ont été révélés pour les 3 souches
¢tudiées. Ces résultats indiquent ’absence de molécules de nature glycolipidique et de
carbohydrates et la présence de chaines peptidiques dans les échantillons, ce qui méne a
conclure que les biosurfactants produits par ces souches sont trés probablement de nature
lipopeptidique (figure 22).

— T
E3l1 E39  ESI13 T E39 - E311 - E313 E39 g3y E313
~
i _ Anthrone a-naphtol

Fig. 22 : Détection de la nature des biosurfactants produits par E39, E311 et E313 en
chromatographie sur couches mince an utilisant la ninhydrine, 1’anthrone et le a-naphtol

comme réactifs

Tableau 20 : Caractérisation chimique préliminaire de la nature des biosurfactants produits
par les souches E39, E311 et E313 apres separation par chromatographie sur couche mince
Souches de Pseudomonas

spp. Ninhydrine Anthrone 1-naphtol
E39 + - -
E311 + - -
E313 + - -

Afin d’aller plus loin dans I’identification des biosurfactants produits par les 3 souches
sélectionnées et en vue de confirmer les résultats obtenus par les analyses en chromatographie

sur couche mince, des analyses en spectrométrie de masse MALDI-ToF sur les colonies
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bactériennes cultivées sur milieu TSA ont été réalisées. L’analyse des spectres de masses

obtenus a permis de détecter des pics avec des rapports m/z entre 1090,7 et 1189,5 (figure 23).
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Fig. 23 : Spectre de masse MALDI-ToF des colonies des trois isolats produisant de
biosurfactants selectionnés, (A): Pseudomonas E39, (B): Pseudomonas E311. (C):
Pseudomonas E313

L’analyse des spectres (figure 21) a mis en évidence des masses incluses dans
I’intervalle de masse des lipopeptides, i. e. m/z 800 a 2000. a mis en évidence des pics a des
valeurs de m/z comprises entre 1090,7 et 1189,5. Des pics de masse identique aux différents
adduits de la syringafactine A (m/z 1104,7 [M + Na]*, 1120,7 [M + K]*, 1126,8 [(M-H) + 2Na]*,
1142,7 [(M-H) + Na + K]™) ont été détecté pour les trois isolats E39, E311 et E313 (Berti et al.,
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2007). D'autres pics de masse produits par E39, E311 et E313 ont été également detectés et
attribués a différents adduits d’un lipopeptide (m/z 1090.7 [M+Na]*, 1106.7 [M+K]", 1112.7
[(M-H)+2Na]*, 1126,7 [(M-H)+Na+K]*). Ces masses sont séparées par 14 Da des masses a m
/z1104,7 [M + Na] *, 1120,7 [M + K] *, 1126,8 [(MH) + 2Na] * et 1142,7 [(M MH) + Na +
K]" respectivement. Cet écart pourrait s'expliquer par un groupe méthyle supplémentaire situé
dans la région C-terminale de I'acide gras ou une différence d'acides aminés situés dans la
chaine peptique du lipopeptide. Chez la souche E39, deux masses correspondants a des adduits
du stylopeptide Il (m/z 117 3,5 [M+Na]* et 1189,5 [M+K]"), un peptide cyclique a activité
anti-tumorale ont été observées. Chez cette souche une masse inconnue (m/z 1162,5) a été
également détectée.

Chez les trois isolats deux molécules lipopeptidiques ont été donc mis en évidence, 1'une de
masse 1067,7 appelée lipopeptide A (LPA) et I’autre de masse 1081,7 appelée lipopeptide B
(LPB) (tableau 21).

Tableau 21 : Masses des différents adduits de lipopeptides obtenues par I’analyse des spectres
MALDI-ToF des colonies des souches E39, E311 et E313 sur milieu solide milieu TSA

e Lipopeptide A Lipopeptide B
[M+H] "a 1068.7 1082.7
[M+Na]*b 1090.7 1104.7
[M+K]*b 1106.7 1120.7
1112,7 1126,7

[(M-H) + 2Na] * b

[(M-H) + Na+K] * b 1128,7 1142,7

*a : masse théorique calculée, b : masse observée attribuée aux ions adduits

Afin de pouvoir aller plus loin dans I’identification de ces molécules, la partie suivante de ce
travail a consisté a purifier ces molécules par de différentes techniques de séparation

biochimiques et membranaires.
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2.3. Purification des biosurfactants par des techniques chromatographiques

Vu la grande similarité des profils obtenus par I’analyse des métabolites secondaires
produits par les souches de Pseudomonas sp. E39, E311 et E313, cette partie du travail a été
poursuivie avec les biosurfactants produits par la souche de Pseudomonas sp. E313. Afin de
purifier les biosurfactants produits et pouvoir les doser, les surnageants de culture ont été
analyses en premier lieu en HPLC-MS sur une colonne C18 en utilisant 2 gradients d’élution
différents (tableau 22):

Tableau 22 : Gradients d’élution utilisés en CLHP-MS pour la séparation des lipopeptides A
et B a travers une colonne C18

%ACN [ Durée Gradient 1 Gradient 2
5% 3 min 3 min
60% 2 min 7 min
85% 10 min 9 min
100% 1 min 1 min

Les profils des chromatogrammes obtenus montrent la présence des deux formes des
lipopeptides de masses m/z [M + H] *: 1068,6 et 1082,6 qui sont secrétés dans le surnageant
de culture de la souche de P. sp. E313. Ces molécules ont été éluées a des temps de rétention
de 8,34 min et 8,76 min avec le gradient 1 et de 15,06 min et 15,58 min respectivement. Ces

résultats montrent une meilleure séparation avec le 2°™ gradient d’élution (figure 24).
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Fig. 24 : Chromatogrammes issus de I’analyse du surnageant de culture de la souche
Pseudomonas sp. E313 en HPLC/MS a travers une colonne C18 en utilisant deux gradients

d’élutions différents

Les deux molécules sont éluées a des pourcentages d’acétonitrile de 68,5% et 69,3%
respectivement. En se basant sur ces resultats une pre-purification des surnageants de culture a
travers des colonnes EPS C18 a été effectuée en procédant a une élution par pallier d’acétonitrile
(0%, 30%, 60%, 100%). La derniere fraction a été alors collectée et concentrée au speedvac
pour étre analysée en RP-HPLC en suivant le deuxiéme gradient d’élution précédemment
utilisé. Les chromatogrammes obtenus ont donné des profils comparables a ceux obtenus par

I’analyse des surnageants en HPLC-MS (figure 25).
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Fig. 25 : Chromatogrammes issus de I’analyse du surnageant de culture de la souche

Pseudomonas sp. E313 en RP-HPLC a travers une colonne C18

En se basant sur les résultats préalablement obtenus les molécules sortant a des temps de
rétention de 15,03 min et 15,54 min ont été récoltées et concentrées pour étre analysées en
spectrométrie de masse MALDI-ToF, afin que la masse et la pureté des molécules soient

vérifiées (Annexe 5).
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Fig. 26 : Spectre de masse des lipopeptides LPA et LPB apreés purification par HPLC du
surnageant de Pseudomonas sp. E313

Les spectres obtenus montrent que les deux pics récoltés sont purs et qu’ils correspondent bien
aux deux lipopeptides A et B, qui ont été détectés sous leurs formes [M+H] ¥, [M + Na]*
et [M + K]" (figure 26).
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2.4. Semi-purification et concentration par précipitation acide

Une premiére étape de purification utilisée pour la purification des surfactines produites
par des Bacillus subtilis a été testée.(Peypoux et al., 1999).Elle consiste a induire la précipitation
sélective des molécules comportant une structure peptidique par la baisse du pH au-dessous du
pHi et d’en récupérer le précipitat contenant les molécules d’intérét. Dans ce travail, les
biosurfactants lipopeptidiques issus d’une culture en milieu TSB ont été précipités a pH 2,
séparés du surnageant puis resolubilisés dans une solution aqueuse dont le pH a été ensuite
ajusté a 7 pour en obtenir un extrait brut de biosurfactants. Afin d’évaluer le degré de pureté et
le rendement de cette étape de purification, les extraits bruts ont été analysés par HPLC-MS et

comparés aux profils obtenus avec les surnageant de cultures (figure 27).
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Fig. 27 : Chromatogrammes de HPLC-MS de I’extrait brut de biosurfactants et du surnageant

de culture de la souche Pseudomonas sp. E313 analyseés a travers une colonne C18

La quantification des deux chromatogrammes obtenus montre que les 2 molécules étudiées ont
été concentrées d’un facteur de 2,3. Cependant d’autres composants présents dans le surnageant
de culture ont été également concentrés et la pureté des lipopeptides n’apparait donc pas
augmentée. Cette technique ne semble donc pas appropriée pour la purification des lipopeptides
AcetB.
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2.5. Purification par un processus d’ultrafiltration/Diafiltration

Les essais de purification par ultrafiltration/diafiltration des lipopeptides ont été
effectués sur les surnageants de culture produits par les souches de Pseudomonas sp. E313 sur
un milieu minimum M9. Les processus d’ultrafiltration et diafiltration ont été effectués a
travers deux membranes de taille de seuil de coupure de 5 kDa et 10 kDa. Les solvants
d’¢élutions utilisés ont été 1’eau pour les processus d’ultrafiltration et le méthanol 25% pour la
diafiltration. Les filtrats issus de cette expérience ont été analyses en spectrométrie de masse

Maldi-Tof pour détecter les molécules qui y sont présentes (figure 28).
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Fig. 28 : Spectre de masse des filtrats issus de la purification par ultrafiltration/diafiltration
des surnageants de culture des Pseudomonas sp. E313 a travers des membranes de taille de

seuil de coupure de 5 kDa (a) et 10 kDa (b)

Sur la membrane de 5kDa, des impuretés ont été détecté dans le filtrat final. Leur rapport m/z
se situe entre 845,09 et 893,07. L’écart entre les valeurs de m/z correspond a une masse de 16

daltons. Il pourrait s’agir d’un contaminant car il n’est pas présent dans les autres échantillons.
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Dans le filtrat final issu de la purification sur la membrane 10 kDa les différentes formes des 2

lipopeptides ont ét¢ détectés et dont I’analyse du profile de masse montre qu’ils sont pures.

2.6. ldentification de la structure chimique des biosurfactants

L’identification de la structure chimique des biosurfactants a été effectuée sur les deux
molécules qui sont produites en quantités suffisantes pour assurer la fiabilité des analyses en
spectrométrie de masse et dont les procédés de séparation ont abouti a des molécules pures
ayant les masses 1067,6 et 1081,6. L’identification de la structure peptidique de ces lipopeptides
a été effectuée en premier lieu par une fragmentation des pics correspondant a ces molécules
par spectrométrie de masse MS/MS. Les résultats de la fragmentation obtenus sont présentés

dans la figure 29.
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Fig. 29 : Spectre MALDI-MS/MS issus de la rupture de la liaison entre I’acide gras et le
premier acide aminé Analyse de la fragmentation ESI-MS / MS du le lipopeptide A de masse
[M+H]" a m/z 1068,6 et du lipopeptide B de masse [M+H]* a m/z 1082,6 avec la
représentation des sites de clivage dans la structure proposée des métabolites qui produirait

desionsbety.
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Dans le cas de I’ouverture par coupure de la liaison ester, les ions de série b et y ont été produits.
La fragmentation de la partie peptidique des deux molécules biosurfactantes montre qu’il s’agit
de deux lipooctapeptides dont les structures des différents fragments qui y sont issus sont

présentées dans les tableaux 23 et 24.

Tableau 23 : Calcul des fragments d’acides aminés issus de la fragmentation de la partie
peptidique du lipopeptide de masse [M+H]+: m/z 1068,7

Fragments Masse  Acide aminé libéré Fragments  Masse  Acide aminé libéré
bl ND AG-AAl Y1 132,3 Leu/lle
b2 2842 Leu/lle Y2 245,3 Val
b3 397,2 Gln Y3 344.4 Ser
b4 525,3 Leu/lle Y4 431,4 Leu/lle
b5 638,4 Ser Y5 544.5 Gln
b6 725,4 Val Y6 672,4 Leu/lle
b7 8244 Leu/lle Y7 785,4 AG-AAl
b8 937,6 Leu-H,O/lle- H,0O

[M+Na]+ 1090,7 Lipopeptide A

Tableau 24 : Calcul des fragments d’acides aminés issus de la fragmentation de lla partie
peptidique du lipopeptide de masse [M+H]-:m/z 1082,7

Fragments Masse  Acide aminé libéré Fragments Masse  Acide aminé libéré
bl ND AG-AAl Y1 131,2 Leu-H,0O/lle-H,0
b2 284,2 Leu/lle Y2 245,2 Leu/lle
b3 397,2 Gln Y3 358,2 Ser
b4 525,3 Leu/lle Y4 4452 Leu/lle
b5 638,4 Ser Y5 558,5 GIn
b6 725,4 Leu/lle Y6 686,4 Leu/lle
b7 838,5 Leu/lle Y7 799,4 AG-AAl
b8 951,5 Leu-H,O/lle-H,O

[M+Na]+ 1104,7  Lipopeptide B

© 2017 Tous droits réservés.

Selon les resultats présentés dans les tableaux ci-dessus 7 acides aminés de la chaine peptidiques
des deux lipopeptide ont pu étre identifiés. Le premier acide aminé de chaque molécule lié a
I’acide gras n’a pas pu étre déterminé. Les fragments b2 ont pour masse : AG+AA1 = 284,2. Le
dernier acide aminé libéré issu du clivage du fragment b8 avait a masse de 131 chez les deux

lipopeptide, ce qui correspond & la masse monoisotopique de Leu® attachée a une molécule
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d’eau (Leu®-H20). Ceci prouve que le dernier acide aminé a un groupement hydroxylé libre et
que les lipopeptides étudiés possédent une structure linéaire. Les structures ainsi déterminées
des deux lipopeptides sont respectivement : AG-AA;- Leu/lle? — GIn®- Leu/lle* — Ser® — Val® —
Leu/lle’ — Leu/Ile® pour le lipopeptide A et AG-AA;- Leu/lle? — GIn®- Leu/lle* — Ser® — Leu/1le®
— Leu/lle” — Leu/1le® pour le lipopeptide B. Ces résultats montrent une structure trés proche des
deux lipopeptide avec une différence localisée au niveau du 6eme acide aminé qui est la Valine
pour le lipopeptide A et la Leucine pour le lipopeptide 2. Une recherche dans la base de données
NORINE des molécules correspondantes aux masses obtenues par 1’analyse en spectrométrie
de masse a été effectuée. Les résultats des recherches montrent effectivement une
correspondance de la masse du lipopeptide B ave celle de la syringafactine. La comparaison
entre la structure des lipopeptides étudiés et la structure de la syringafactine B montre une
grande similarité entre ces molécules avec une différence au niveau du 5°™ acide aminé qui
est la threonine chez les syringafactines et la sérine chez les lipopeptides produits par les
Pseudomonas sp. E313.

Pour confirmer les résultats précédemment obtenus et aboutir a une identification compléte de
la chaine peptidique des deux lipopeptides étudiés, des outils bioinformatiques analysant le

génome complet de la souche étudiée ont été utilises.

2.7. Prédiction de la structure des biosurfactants par I’analyse du génome de la

souche de Pseudomonas sp. E313 par des outils bioinformatiques

Une analyse du génome complet de Pseudomonas sp. E313 par des outils
bioinformatiques a été effectuée dans le but de révéler les différents clusters de génes présents,
d’en définir les structures des synthétases produites et de prédire la structure de la molécule

produite.

Le génome de la souche analysée a été automatiquement annoté a I’aide du logiciel Rast.
L’annotation révele que le génome étudié a une taille de 4,83 mb et qu’il est constitué de 88
contigs et 31 clusters. Deux clusters ont été identifiés comme des génes de biosynthese de
peptides NRPS. Le premier cluster de genes NRPS est 100% similaire aux génes de biosynthese
de la pseudomonine qui est un sidérophore produit par des souches de Pseudomonas

fluorescens. Ce géne est composé de 4 domaines de condensation et 2 domaines d’adénylation
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ce qui écarte I’hypothése que ce géne soit responsable a la synthése des molécules étudiées. Les
résultats de blast du deuxieme cluster de génes NRPS montre qu’il sont similaires a 66% au
cluster de géne de biosynthese des cichofactines qui est un lipopeptide appartenant a la famille
des syringafactines, synthétisé par des souches de Pseudomonas cichorii (Pauwelyn et al.,
2013). L’analyse du génome par le logiciel Antismash montre que ce cluster est constitué¢ d’un
groupe de genes contenant des génes de régulation et de transport ainsi que 2 grands genes
nommés ctgd9 174 et ctgd9 173 d’une taille de 9 479 pb et 17 738 pb respectivement
comportant des domaines de condensation (C), d'adénylation (A) et de thiolation (T) spécifiques
(figure 30). L’analyse des NRPS codées par les génes ctgd9 173 et ctgd9 174 montre la
présence de 8 modules qui activent 8 monomeéres ce qui suggere que le NRP correspondant est
un octapeptide. L’organisation modulaire montre que le module d’initiation contient un
domaine Cstarter du coté N-terminal du gene ctg49 174 qui est une organisation qui suggére que
le peptide non ribosomial synthétisé pourrait incorporer un lipide a I’extrémité N-terminal. En
outre, le gene ctg49_173 se termine avec deux domaines de Thioestérase (Te) presents en
tandem qui catalysent pour la libération des peptides NRP. Ces deux caractéristiques sont des
signatures typiques chez les NRPS impliqués dans la biosynthese des lipopeptides. Afin de
prédire la séquence peptidique des lipopeptides étudiés a partir des données du génome
séquenceé, des analyses bioinformatiques des domaines A de chaque module NRPS ont été
effectuées en combinant les codes de Stachelhaus et la prédiction de Minowa (Minowa et al.,
2007, Stachelhaus and Marahiel, 1995) et en utilisant le logiciel de prédiction nrpspredictor2.
La prédiction (tableau 25) a révélé que chaque domaine A des 8 modules code pour un acide
aminé spécifique a I’exception du domaine A du module 6 qui code soit pour la synthese de
I’isoleucine ou soit pour la valine. L'analyse in silico montre donc que cette synthétase est
responsable de la biosynthése d’un lipo-octapeptide dont la séquence pourrait étre: AG-Leu-
Leu-GIn-Leu-Ser-Val-Leu-Leu ou AG-Leu-Leu-GIn-Leu-Ser-lle-Leu-Leu. En outre, la
configuration D / L des résidus d'acides aminés a ét¢ déterminée par 1’analyse phylogénétique
des séquences peptidiques des domaines C. Chez les bactéries du genre Pseudomonas, les
domaines dual C/E qui contiennent a la fois une fonction de condensation et d’épimérisation
sont responsables de 1’incorporation de résidus de type D (Rausch et al., 2007). Ainsi ces
analyses ont révelé que les domaines 2, 3, 4, 6 et 8 sont de configuration dual C/E alors que les
domaines 5 et 7 sont de type “C.. Ainsi la structure du lipopeptide prédite est : AG-D-Leu-D-
Leu-D-GIn-D-Leu-L-Ser-D-Val-L-Leu-D-Leu ou AG-D-Leu-D-Leu-D-GIn-D-Leu-L-Ser-D-
lle-L-Leu-D-Leu.
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Fig. 30 : Représentation schématique des génes et protéines impliqués dans la biosynthese
des lipopeptides produits par la souche de Pseudomonas sp. E313 qui montre I'organisation
modulaire des différents domaines des protéines codées par les genes ctg49 173 et ctg49 173

ainsi que la spécificité des domaines d’adénylation qui est indiquée sous chaque module
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Tableau 25 : Prédiction des acides aminés synthétises par chaque module par I’analyse des
codes spécifiques du domaine d’adénylation de chaque module

Domaine A Code spécifique AA prédit
ctg49 174 Al DAWFLGNYV Leu

ctg49 174 A2 DAWPLGNYV Leu

ctgd9 174 A3 DAWQVGVYV Gln

ctg49 173 Al DAWPLGNYV Leu

ctg49 173 A2 DVWHLSLV Ser

ctg49 173 A3 DALFFGVT lle/Val
ctg49 173 A4 DAWPLGNYV Leu
ctg49_173 A5 DAWPLGNYV Leu

*AA : acide aminé

2.8. Discussion

Dans ce chapitre, on s’est intéressé essentiellement a I’identification des molécules
produites par les souches de Pseudomonas isolées et sélectionnées pour leur production des
biosurfactants, ainsi que de leur purification et 1’identification de leur structure chimique en
utilisant une approche qui allie la spectrométrie et la bioinformatique. Les souches
sélectionnées ont été examinées pour leur capacité a produire des lipopeptides en utilisant la
spectrométrie de masse de MALDI-ToF qui est un dispositif efficace pour leur détection (Vater
et al., 2002). Dans les milieux solides et liquides, les spectres de masse ont révélé des séries de
pics proéminents allant de 1090,7 & 1142,7. Les souches de Pseudomonas sp. E39, E311 et
E313 produisent des molécules avec des masses m/z identiques a la masse de la syringafactine
A. Les syringafactines sont des lipo-octapeptide liés a un acide gras C10 ou C12 produit par
des Pseudomonas syringae DC3000(Berti et al., 2007). Plus recemment, Pauwelyn et al., (2013)
ont également identifié des lipopeptides produits par Pseudomonas cichorii SF1-54 en tant que
nouveaux membres de la famille des syringafactines. Ces lipopeptides appelée cichofactines,
ont une masse 1108,7 et 1136,7. D'autres pics de masse correspondant a une molécule

également produite par les souches de Pseudomonas E39, E311 et E313 qui different de 14 Da
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par rapport aux pics de masse précédemment décrits, pourraient étre attribués a des lipopeptides
inconnus de la famille des syringafactines. Cette différence de masse pourrait s'expliquer par la
production d’isoformes possédant un groupe méthyle en moins dans la région C-terminale de
I'acide gras ou une différence d'acides aminés dans la chaine peptique du lipopeptide. Des co-
productions d’ isoformes de lipopeptides de Pseudomonas ont déja été démontrées dans le cas
de plusieurs syringopeptines (Ballio et al., 1991) et des syringafactines (Berti et al., 2007). Des
études antérieures ont montré que les lipopeptides de la famille des syringafactines possedent
également des propriétés biosurfactantes (Berti et al., 2007; Pauwelyn et al., 2013) ce qui
suggerent que ces molécules sont impliquées dans l'activité biosurfactante des souches de
Pseudomonas sp. E9, E311 et E313. Afin d’aboutir a une identification plus compléte de ces
lipopeptides, la purification de ces molécules devient une étape indispensable. Selon les
résultats de spectrométrie de masse les profils de masses des 3 souches étudiés sont identiques,
ainsi le travail a été poursuivi avec les lipopeptides produits par la souche de Pseudomonas sp.
E313. La purification a été effectuée en utilisant différentes méthodes de séparation. Une
purification des lipopeptides biosurfactants par des techniques chromatographiques en LC-ESI-
MS été d’abord réalisée. Les molécules de masse [M+H]* m/z : 1068,6 et 1082,6 ont été
séparées d’une maniere efficace et I’analyse en spectrométrie de masse a montré qu’ils étaient
bien purifiées. Les pourcentages d’¢élution de ces 2 molécules sont treés proches ce qui signifie
qu’elles possedent des propriétés physico-chimiques et des structures chimiques proches.. Des
essais de purification ont été rélaisés par précipitation acide (Ghribi et Ellouze-Chaabouni,
2011; Mnif et al., 2017; Peypoux et al., 1999) et d’ ultrafiltration/diafiltration (Coutte et al.,
2013). Cette derniére technique a permis d’obtenir des échantillons purifiées des deux
lipopeptides. L’identification de la structure peptidique a été ensuite réalisée a partir des
molécules purifiées en LC-MS par une fragmentation en ESI-MS-MS. Les structures obtenues
ont été AG-AA:- Leu/lle? — GIn3- Leu/lle* — Ser® — Val® — Leu/lle’ — Leu® pour la molécule A
et AG-AA:- Leu/lle? — GIn®- Leu/lle* — Ser® — Leu/lle® — Leu/lle” — Leu/Ile® pour la molécule B
correspondant aux lipopeptides de masse [M+H]* m/z : 1068,6 et 1082,6 respectivement. Ces
résultats montrent une grande similarité aux structures des syringafactines avec une différence
au niveau du 5°™ acide aminé qui est la thréonine chez les syringafactines (Berti et al., 2007),
et la glutamine chez les cichofactines (Pauwelyn et al., 2013). Ces résultats ont également
montré que les 2 lipopeptides produits par Pseudomonas sp. E313 présentent des structures tres
similaires avec une différence au niveau du 6°™ acide aminé qui est la valine pour le lipopeptide

A et la leucine ou I’isoleucine pour le lipopeptide B. Cette différence entre les lipopeptides
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isoformes a été également observée chez les syringafactines ou les formes A et D possedent la
valine en 6°™ position de la chaine peptidique tandis que la leucine occupait la méme position
pour les formes B, C et E et I’soleucine pour la forme F (Berti et al., 2007). Cette méme
différence a été également observée entre les 2 lipopeptides des cichofactines (Pauwelyn et al.,
2013). Ces résultats appuient bien I’hypothése que les 2 molécules étudiées correspondent a des
nouveaux lipopeptides qui appartiennent a la famille des syringafactines. Des analyses
bioinformatiques des données du génome de la souche de Pseudomonas sp. E313 ont ensuite
été réalisées afin d’avoir des informations plus complétes de la structure des lipopeptides
produits a partir de I’analyse du ou des génes codant les NRPS intervenant dans leur synthése.
Deux clusters de génes codant pour la biosynthése de peptides non ribosomiaux ont été
identifiés dans le génome de P. sp E313 dont un était 100% similaire au géne de biosynthese
de la pseudomonine, un sidérophore produit par des Pseudomonas fluorescens. Le deuxiéme
cluster de génes présentait une grande similarité avec le géne de biosynthése des cichofactines
(66%) et des syringafactines (66%). La séquence peptidique putative des lipopeptides
synthétisés a été prédite par 1’analyse in silico des domaines A de chaque module des NRPS et
le résultat est parfaitement corrélé avec la séquence peptidique déterminé par les analyses en
ESI-MS-MS. L’analyse de la spécificité du premier domaine A correspondant a la synthése du
1*" monomere a permis de déterminer que ce domaine permet a I’adénylation de la leucine. Une
particularité a été constatée au niveau du 6°™ module dont la prédiction de 1’acide aminé activé
correspond & la valine ou a I’isoleucine ce qui permet d’expliquer la présence des deux formes
de lipopeptides dans le surnageant des souches étudiées. Ceci revele la présence d’un
mécanisme de synthése NRPS alternatif. Ce mécanisme a été récemment identifié chez les
Pseudomonas aeruginosa pour la production des pyoverdines (Calcott et al., 2014). Chez
Pseudomonas syringae un seul géne NRPS est a I’origine de la synthése de 3 formes différentes
de syringafactine avec des séquences peptidiques qui différent au niveau du 6°™ acide aminé
(Berti et al., 2007). L’analyse des domaines de condensations présents dans le géne de
biosynthése étudié a permis la prédiction de la configuration des acides aminés de chaque
monomeére. Ainsi la combinaison des résultats d’identification a permis de définir la structure
suivantes : AG-D-Leu-D-Leu-D-GIn-D-Leu-L-Ser-D-Val-L-Leu-D-Leu et AG-D-Leu-D-Leu-
D-GIn-D-Leu-L-Ser-D-lle-L-Leu-D-Leu correspondant au lipopeptides A et B respectivement.
Le dernier fragment issu de la fragmentation en ESI-MS-MS correspondait a 1’acide gras 1ié au
premier acide aminé qui a été identifié en tant que la Leucine, avait une masse de 284,2 pour

les 2 lipopeptides. Ainsi, apres calcul, la masse de 1’acide gras incorporé dans la structure des
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lipopeptides a pu étre détermine (282,2 — 113 = 171,2). Cette masse correspond a la masse d’un
résidu 3-hydroxydécanoique (C10-30H) qui représente ainsi 1’acide gras attaché aux chaines

peptidiques des 2 lipopeptides. Ceci correspond aux acides gras des syringafactines A, B et C.
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3. Optimisation de la production des biosurfactants de Pseudomonas sp. E313
moyennant la méthodologie des plans d’expériences
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3.1. Introduction

Les biosurfactants sont des molécules tensioactives, structuralement variées et douées
de propriétés assez intéressantes. En effet, Ils sont connus par leur activité de surface et
d’interface, leur faible toxicité vis-a-vis de I’Homme et de I’environnement, leur
biodégradabilité...Ils présentent également de nombreuses activités biologiques notamment
une activité antibactérienne, antitumorale, antivirale, anti-inflammatoire... De ce fait, les
biosurfactants constituent une voie de recherche émergente, notamment dans le domaine
alimentaire, environnemental, cosmétique et médical. Cependant, pour des raisons technico-
économiques, ils ne sont pas encore utilisés de maniere intensive, vu les faibles taux de
production et les cotits de mises en ceuvre et la charge de récupération assez élevés. Afin de
réduire ce colt, différents moyens ont été proposés comme le développement de procédés
d'ingénierie économique, I’utilisation des souches hyperproductrices (souches mutantes et
recombinantes) (Perfumo et al., 2010; Wei et al., 2004), le recours a 1’optimisation de la
production de biosurfactants, la réduction du temps de traitement en aval par la définition d’un
milieu de culture permettant 1’augmentation de la croissance des bactéries et de la production
des biosurfactants lipopeptidiques (Mercade et Manresa, 1994). Cette méthode consiste en la
sélection de composants du milieu appropriés et des conditions de culture optimales pour
améliorer essentiellement la productivité des lipopeptides tensioactifs. La concentration des
métabolites est fortement influencée par la composition du milieu de culture en sources de
carbone, d’azote et en sels minéraux (Siddiqui et Shaukat, 2004). Il existe un grand nombre
d’études sur l'optimisation de ces composants avec la méthode classique qui consiste a la
modification d’une variable indépendante tout en fixant toutes les autres a un niveau fixe. Cette
méthode est trés consommatrice de temps et colteuse pour un grand nombre de variables et
nécessite un grand nombre d'expériences afin de définir les niveaux optimaux. Par contre,
I’optimisation des différents paramétres par des modéles expérimentaux statistiques peut
éliminer les limites d'une optimisation par facteur unique par une conception expérimentale
statistique. Le plan D-optimale qui a éte utilisé pour cette étude, permet le criblage initial des
composants influents du milieu de culture tout en montrant I'importance de leur effet sur la
production, en prenant compte de I’influence des interactions entre les différents facteurs et en
permettant I’estimation de 1’effet combineé sur la réponse finale. Les composants optimaux ainsi
définis sont sélectionnés pour I’optimisation quantitative par la méthode des surfaces de réponse
(RSM). Dans ce cadre, nous nous sommes intéresses au cours de ce travail, a optimiser les

conditions et le milieu de culture de Pseudomonas sp. E313 afin d’augmenter la productivité
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des lipopeptides A et B par une optimisation qualitative faisant impliquer un modele statistique
D-optimale ainsi qu’une optimisation quantitative des facteurs sélectionnées par la méthode de
surface de réponse (RSM). Par la suite, afin de mettre en évidence 1’augmentation de la
productivité et la rentabilité du processus d’optimisation ainsi réalisé, des fermentations en
bioréacteurs en batch simple ont été effectuées en comparant le milieu de culture optimisé au
milieu M9 de départ.

3.2. Optimisation des conditions de cultures

L’optimisation des conditions de culture de Pseudomonas sp. E313 a été réalisée en
¢tudiant I’effet des trois paramétres suivants : la température, la vitesse d’agitation et le pH du
milieu de culture. Pour chaque modalité des parameétres étudiés, les expériences ont été
effectuées en évaluant, d’une part, la croissance de la souche par la mesure de 1’absorbance a
600 nm des surnageants des cultures, et d’autre part, la production des lipopeptides par la
mesure des aires des pics correspondant par les analyses en CLHP.

3.2.1. Cinétique de la croissance

Afin de bien maitriser les différents paramétres d’optimisation de la production des
lipopeptides tensioactifs, nous avons étudié les cinétiques de croissance et de production de
Pseudomonas sp. E313 (figure 31).
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Fig. 31 : Cinetiques de la croissance de Pseudomonas sp. E313 (#) et de la production des
lipopeptides A et B (®) suivies pendant 72 heures
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La cinétique de la croissance de Pseudomonas sp. E313 montre que cette souche
démarre rapidement sa croissance pour atteindre son maximum vers 24 heures de culture apres
lesquelles la phase stationnaire est atteinte et la concentration cellulaire commence a se
stabiliser pour atteindre une absorbance a 600 nm voisine de 5 aprés 72 h de culture. La
production des lipopeptides commence au cours de la phase de croissance exponentielle et
atteint son maximum au bout de 48 h de fermentation, au-dela desquelles la concentration en
lipopeptides diminue. De ce fait, dans toutes les expériences réalisées dans la suite de ce travail
la production en lipopeptides a été mesurée aprés 48 heures de culture partir de cultures

bactérienne suivies pendant 72 h.

3.2.2. Optimisation de la température

Les cinétiques de croissance et de production de lipopeptides tensioactifs ont été
évaluées en incubant les cultures de Pseudomonas sp. E313 a 22°C, 30°C et 37°C a une

agitation de 160 rpm (figure 32).
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Fig. 32 : Evaluation de la croissance des souches de Pseudomonas sp. E313 (a) et de la
production des lipopeptides A et B (b) en fonction de la température a 48h de culture

Il en ressort de la figure 32 que la croissance de la souche étudiée ainsi que sa production
de biosurfactants sont fortement dépendantes de la température d’incubation de la culture. Nous
remarquons également que la croissance bactérienne et la production des lipopeptides sont en

parfaite corrélation. Ainsi, les meilleures croissances et productions ont été obtenues a une
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température de 30°C, avec un trés faible écart avec les résultats obtenus a 22°C. A une
température de 37°C, la croissance et la production des lipopeptides tensioactifs sont fortement
affectées.

3.2.3. Optimisation du pH

La croissance des cellules de Pseudomonas sp. E313 ainsi que leur production des
biosurfactants lipopeptidiques ont été étudiées dans des cultures initiées a des pH de 6, 6.5, 7,
7.5 et 8 et incubées & une température de 30°C sous une agitation de 160 rpm (figure 33). Les
pH des milieux de cultures ont été tamponnés par du MOPS et ajustés par I’ajout des solutions
de NaOH (1 M) et de HCL (6 M). Nous remarquons que les cellules de la souche testée peuvent
tolérer une large gamme de pH pour croitre et pour produire les biosurfactants, toutefois, la
croissance et la production les plus élevées ont été obtenues a pH de 6,5 et 7, avec un effet
particulierement remarqué sur la production des lipopeptides.
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Fig. 33 : Evaluation de la croissance de Pseudomonas sp. E313 (a) et de la production des
lipopeptides A et B (b) a différents pH initiaux de culture

3.2.4. Optimisation de I’aération

Dans cette partie, la souche de Pseudomonas sp. E313 est incubée a 30°C en testant 3
agitations différentes: 100 rpm, 160 rpm et 240 rpm. Les résultats de croissance et de production

obtenus sont présentés dans la figure 31. L’agitation joue un rdle important dans 1’aération du
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milieu de culture. Ainsi, en fixant le pH du milieu de culture a 7, la température d’incubation a
30°C et en variant la vitesse d’agitation, nous remarquons que la meilleure production des
lipopeptides a été obtenue a une vitesse d’agitation de 240 rpm (figure 34). De méme les
meilleures croissances de la souche E313 ont été mesurées a des vitesses d’agitation de 160
rpm et 240 rpm. A une agitation plus faible (100 rpm), la croissance était plus lente et la phase

stationnaire a été atteinte plus tardivement, vers 48 h de culture.
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Fig. 34: Evaluation de la croissance des souches de Pseudomonas sp. E313 (a) et de la
production des lipopeptides A et B (b) a différentes vitesses d’agitation

A T’issu de ces résultats, nous avons fixé les conditions physico-chimiques des cultures
des prochaines expériences a une température de 30 °C, un pH de 7 et une vitesse d’agitation
de 240 rpm.

3.3. Optimisation de la composition du milieu de culture de Pseudomonas sp. E313

pour la production des lipopeptides A et B

3.3.1. Utilisation du plan qualitatif D-optimale

L’optimisation du milieu de culture de Pseudomonas sp. E313 a été conduite suivant un
plan a 46 expériences, en testant ’influence des différents éléments du milieu figurant dans
I’Annexe 1. Cing facteurs qui sont composés de deux a trois modalités ont été étudiés ; X1 :

source de carbone (glucose, glycérol, succinate de sodium), X2 : source d’azote (Acide
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glutamique, chlorure d’ammoniumn), X3 : extrait de levure (absence ou présence), X4 :
Minéraux (MgClz, MnCly, ZnSQOs), X5 : Acides aminés (valine, sérine, isoleucine). Les sources
de carbones choisies représentent des sources simples et pas chers. Le glucose a été couramment
utilisé pour la production des lipopeptides des bactéries du genre Bacillus ainsi que pour la
production des rhamnolipides par des Pseudomonas, le glycérol a éte également utilisé pour la
production des glycolipides par des Pseudomonas et des lipopeptides par des Bacillus (Ndlovu
etal., 2017) et le succinate de sodium qui a été utilisé pour la production des fengycines par des
Bacillus (Kulimushi et al., 2017). L’acide glutamique et le chlorure d’ammonium ont été
couramment utilisés comme source d’azote pour la production des lipopeptides par des
Bacillus, ainsi le MgCl; et le MnCl; utilisés comme oligoéléments. Le ZnSO4 a été également
utilis€ comme une source efficace d’oligoélément pour la production de biosurfactants par des
Pseudomanas aeruginosa (Sahoo et al., 2011). L’effet de I’extrait de levure a été étudié comme
il représente une source importante de vitamine, de facteur de croissance ainsi qu’une source
supplémentaire d’azote organique. Les acides aminés utilisés dans ce plan représentent des
acides aminés qui sont présents dans la structure des lipopeptides produits par les souches de
Pseudomonas sp. E313. Deux réponses ont été ainsi suivies : la croissance bactérienne et leur
production en lipopeptides a 48h. Les résultats ont été traités avec le logiciel MODDE. Ce
logiciel a été utilisé pour l'analyse de la régression des données obtenues a partir de I'ensemble
de 46 expériences afin d’estimer I'équation de régression. L'analyse de la variance (ANOVA)
et des termes d'interaction ont été appliqués pour tester la signification de chaque terme dans
I'équation. Le coefficient de corrélation R? représente la fraction de la variation de réponse
expliquée par le modeéle, tandis que Q? représente la fraction de la variation de réponse qui peut

étre prédite par le modele.

0,20

0,40

R? & Q?

0,20

0,0

Croissance Production

Fig. 35 : Histogrammes des coefficients de corrélation du modéle de chaque réponse du plan
D-optimale 1
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L'effet des différents facteurs sur la croissance bactérienne et la production des
lipopeptides a été étudié. Les données retenues donnent un trés bon modele pour la réponse
croissance avec des coefficients de régression linéaire R et Q proche de 1. Pour la production
des biosurfactants d’E313, le coefficient R est proche de 1 et le coefficient Q est supérieur a 0,5

(figure 35).

Les deux figures 33 et 34 présentent I’influence des facteurs par ordre d’influence de leurs

effets avec leurs tendances d’influence pour chacune des deux réponses, calculées par le logiciel
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Fig. 36 : Influence des facteurs du plan D-optimale 1 et de leurs interactions sur la croissance
de Pseudomonas sp. E313 présentée par ordre d’importance décroissant.

En tenant compte de I’inflence des différents facteurs testés sur la croissance de
Pseudomonas sp. E313 (figure 36), nous remarquons que le succinate est le facteur le plus
influent cette réponse, avec un effet négatif. Par contre, nous remarquons que la croissance de
cette souche est favorablement influencée par le glycérol comme source de carbone, la valine
comme acide aming, la présence de I’extrait de levure comme source de facteur de croissance
et de vitamines et des facteurs de croissance et le Zn?*comme principal oligo-élément. Ces

éléments pourraient faire partie des premiers facteurs a considérer dans le milieu de culture.
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Fig. 37 : Influence des facteurs du plan D-optimale 1 et de leurs interactions sur la production
de lipopeptides présentée par ordre d’importance décroissant.

L’analyse de l’influence des différents facteurs étudiés sur la production des
lipopeptides de Pseudomonas sp. E313 montre que la valine posséde I’effet positif le plus
influant sur cette réponse (figure 37). En analysant I’effet des différentes modalités des autres
facteurs du plan d’expérience séparément, nous remarquons que le succinate de sodium et le
glycérol ont un effet visiblement négatif sur la production des lipopeptides. En outre, il s’avére
que I’acide glutamique (X2) et I’extrait de levure (X3) ont un effet importants en influengant
favorablement la production de ces lipopeptides quoique leur niveau d’influence reste faible
par rapport a celui mesuré avec la valine.

Etant donné que notre objectif était la formulation d’un milieu de culture favorisant la
meilleure production des lipopeptides par Pseudomonas sp. E313, il est important d’étudier
I’effet des interactions entre les différents facteurs du modele envisagé sur la production des
lipopeptides cherchés (figures 38). L’analyse de ces différentes interactions montre clairement
que le glucose posséde un effet considérablement favorable en interaction avec 1’acide
glutamique (X1 * X2), il est donc considéré comme la source de carbone optimale (figure 38a).
En outre, il s’avére que le Mg?* a également un effet favorable en interaction avec I’acide
glutamique (X2 * X4) (figure 38b), en absence de I’extrait de levure (X3 * X4) (figure 38c) et

en présence de la valine qui avait 1’effet le plus favorablement influant sur la production (X4 *
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X5) (figure 38d). Ces graphes montrent également que 1’effet favorable de la valine augmente
visiblement en absence de I’extrait de levure (X3 * X5) (figure 38e). La sérine posséde
également un effet favorablement non négligeable en interaction avec le glucose (X1 * X5)
(figure 38f) qui a été fixé comme une source de carbone optimale. Ainsi, en tenant compte des
effets de chaque facteur seul et de leurs intéraction sur la croissance et la production des
lipopeptides de Pseudomonas sp. E313, nous avons sélectionné les facteurs X1 : (glucose), X2
(L’acide glutamique), X3( Absence de I’extrait de levure), X4 (Mg2+) et X5 (valine et sérine).
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Fig. 38: Effet des interactions significatives des différents facteurs sur la production des
lipopeptides selon le plan qualitatif 1
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Afin d’étudier I’influence d’un plus grand nombre de parameétres sur la croissance
bactérienne et la production des lipopeptides, un deuxiéme plan qualititaf D-optimal a été
réalisé en conservant les éléments optimaux obtenus lors du premier plan qualitatif comme des
composants du milicu de base qui s’ajoutent au milieu M9. Ce plan contenant 60 expériences,
a été réalisé étudiant essentiellement 2 élémentes : les oligoéléments et les acides aminés. Dans
ce plan les oligoéléments testés sont décomposés en 2 facteurs du méme type de construction :
X1 (Co, Ca, Cu) et X2, (Mo, Fe, I). Les acides aminés testés sont décomposés a leur tour en 3
facteurs du méme type de construction : X3 (Lys, Asp, Thr), X4 (Leu, Pro, His) et X5 (Phe,
Try, Arg) (Annexe 2). Conformément au premier plan, ’effet des différents facteurs sur la
croissance bactérienne et leur producrion des lipopeptides a été analysé par le logiciel MODDE.
L’effet des différents facteurs sur la croissance est présenté par ordre d’importance dans le

graphique (figure 39).
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Fig. 39 : Influence des facteurs du plan D-optimale 2 et de leurs interactions sur la croissance
de Pseudomonas sp. E313 présentée par ordre d’importance décroissant.

Ces résultats montrent que les influences les plus visibles sur la croissance bactériennes
sont celles des oligoéléments. Certains oligoéléments ont une influence trés favorable sur la
croissance (Fe, Cu), par contre d’autres ont une influence considérablement inhibitrice sur la
croissance des souches (I, Co). Les acides aminés présentent un effet moins influant sur la
croissance. En effet, la lysine, la leucine et la thréonine ont un effet Iégérement favorable, tandis

que I’arginine, la tryptophane et la proline avaient un effet faiblement inhibiteur.
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Contrairement aux résultats observés sur la croissance de Pseudomonas sp. E313, les acides

aminés semblent étre les éléments les plus influents sur la production des lipopeptides (figure

40). Certains oligoéléments possedent toutefois un effet non négligeable. Il est également a

noter que les effets des deux facteurs (oligoéléments et acides aminés) étaient visiblement plus

faibles en comparaison avec ceux observés lors de ’analyse du 1* plan D-optimale. Par ailleurs,

le tryptophane présente 1’effet favorable le plus important sur la production des lipopeptides.

De méme, la leucine a une influence positive sur la production mais avec un effet légerement

plus faible. L’iode est le facteur le plus inhibiteur sur la production des lipopeptides de

Pseudomonas sp. E313, comme dans le plan précédent, tandis que le fer, le cuivre et le calcium

montrent des effets positifs avec des degrés plus faibles.
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Fig. 40 : Ordre et tendance de I’influence des facteurs du plan D-optimale 2 sur la production

des lipopeptides

L’étude des interactions entre les différents facteurs montre qu’il existe 2 interactions ayant un

effet significatif (figure 41).
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Fig. 41 : Effet des interactions significatives sur la production des lipopeptides entre les
différents facteurs du plan D-optimale 2

Il en ressort de ces résultats que 1’aspartine (figure 38a) et la leucine (figure 38b) possédent un

effet trés favorable en présence du fer.

A partir des résultats des deux plans qualitatifs D-optimale réalisés, les facteurs optimaux
ayant les effets positifs les plus importantes sur la production des lipopeptides de Pseudomonas
sp. E313 ont été retenus pour la réalisation d’une étude quantitative par un plan composite

centreé.
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3.4. Optimisation de la composition du milieu de culture de Pseudomonas sp. E313 en

utilisant un Plan composite centré

Parmi les composants du milieu de culture précédemment étudiés dans les deux plans

qualitatifs, 6 facteurs, ayant donné les meilleurs effets sur la croissance des souches de

Pseudomonas sp. E313 et la production des lipopeptides, ont été sélectionnés pour la réalisation

d’un plan composite centré, afin d’optimiser leur concentration. Ainsi, seulement six facteurs

ayant les effets favorables les plus importants sur la production des lipopeptides déduits a partir

des 2 plans D-optimale précédemment réalisés ont été testés pour éviter de complexifier le plan

d’expérience quantitatif. Dans ce cadre, le milieu M9 a été utilisé comme un milieu de base, et

les 6 composants étudiés sont le glucose (X1), I’acide glutamique (X2), le Mg?* (X3), la valine

(X4), le Ca?* (X5), et la sérine (X6) (Annexe 3). Afin de déterminer les conditions optimales

des facteurs choisis, nous avons adopté un plan Composite centré. Les niveaux attribués aux

facteurs sélectionnés sont présentés dans le tableau 26.

Tableau 26 : Domaine expérimental des facteurs sélectionnés (g/l)

Variable Facteur Niveau
-1 -a 0 +a +1
X1 Glucose 2,177 7 10,5 14 18,823
X2 A. glutamique 1,933 4 55 7 9,067
X3 Mg2SOa4 0,1555 0,5 0,75 1 1,3445
X4 Valine 0,6488 1 1,2 1,6 2,5512
X5 CaCl: 0 0,005 0,01 0,015 0,0218
X6 Sérine 0,6488 1 1,2 1,6 2,5512

Les conditions opératoires des 47 expériences du plan composite centré a 6 variables

sont décrites par les lignes du plan d’expérimentation représentées dans le tableau 25. Pour

chaque expérience nous avons déterminé 1’absorbance a 600 nm (Y1) et la quantité du

© 2017 Tous droits réservés.
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biosurfactant produite (Y2). Les valeurs présentées correspondent a la moyenne des résultats

de deux répétitions de deux expériences separées.

Les résultats obtenus ont été analysés en utilisant le test statistique ANOVA. Ainsi, La
p-value a été utilisée comme outil pour déterminer la signification de chaque coefficient, qui
est, a son tour, nécessaire pour comprendre le modele d'interaction mutuelle entre les variables
du test. Plus les p-values sont petites, plus leur coefficient correspondant est significatif. Les
facteurs ayant eu une p-value >0,005 sont considérés d’influence non significatifs. Pour chaque
modele, les coefficients R2 et Q2 qui représentent, respectivement, la variation des réponses
expérimentales décrites et la variation des réponses prédites par le modéle ont été déterminés.

Pour le 1* modeéle qui étudie la croissance bactérienne (Y1), les valeurs de R2 et Q2
montrent une similarité élevée (0,978 et 0,809, respectivement) ce qui signifie que ce modele a
un bon ajustement aux données expérimentales. L’ensemble des facteurs dont la concentration
a un effet significatif ainsi que leurs interactions significatives sont alors représentés dans le
tableau 27. Selon 1’étude des effets de chaque facteur et de leurs interactions, les éléments dont
la concentration influe le plus sensiblement sur la croissance bactérienne sont 1’acide
glutamique et le Mg?* (P-value = 6,07E-09 et 8,42E-05, respectivement), tandis que la variation
de la concentration du Ca®" n’a pas eu un effet significatif sur la croissance (P-value=
0,591011).

Tableau 27 : Effet de facteurs ayant des effets significatifs et de leurs interactions significatives
sur la croissance des souches de Pseudomonas sp. E313

Y1 Coeff. SC” Std. Err.” P-value
Constante 3,32667 0,191493 2,23 x 1010
X1 0,257438 0,0532898 3,28 x 10*
X2 -0,363752 0,0647918 8,42 x 10°
X3 -0,839295 0,0631415 6,07 x 10°°
X4 -0,248126 0,0647918 2,08 x 103
X6 0,270586 0,0543604 2,53 x 10*
X2 * X2 -0,902985 0,137176 1,76 x 10°
X1* X4 -0,256955 0,0631415 1,33 x 103
X3 *X4 0,214295 0,0631415 48x10%
X3*X5 0,261331 0,0631415 1,16 x 103

*Y1 : croissance, Coeff.Sc : coefficients stecechiométriques des facteurs, Std.Err : erreur standard
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Le modéle mathématique validé de la réponse s'écrit comme suit:

Y1 = 3,32667 + 0,257438X1 - 0,363752X; - 0,839295X3 - 0,248126X4 + 0,270586Xs -
0,902985X>? - 0,256955X1 X4+ 0,214295X35X4 + 0,261331X3Xs + 0,146955X35Xs.

Y1 désigne 1’absorbance a 600 nm de la culture de Pseudomonas sp. E313 et X1, X2,
X3, X4, X5 et X6 sont, respectivement, les valeurs codées de glucose, de 1’acide glutamique,
du Mg?, de la valine, et de la Sérine. Les combinaisons de facteurs (comme X1X2)

représentent une interaction entre les facteurs individuels.

Afin de bien comprendre et définir 1’effet des variables étudiées sur la croissance de la
souche de Pseudomonas sp. E313, le modele prédit est présenté en surfaces de réponses
(figure 42). Les surfaces de réponses bidimensionnelles sont tracées pour étudier I’interaction
entre les facteurs du milieu et pour déterminer leur concentration optimale de ces composés.
Par ailleurs, I’analyse des effets des différents facteurs et de leurs interactions montre qu’une
croissance optimale est prédite en maintenant la concentration du glucose et du Ca* a leurs
niveaux +1, la concentration de valine et de Mg?" & leurs niveau -1 et la concentration d’acide

glutamique a son niveau 0.

R1

Fig. 42 : La courbe de surface de réponse de la croissance bactérienne en fonction des effets
des facteurs X2 et X6
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Pour le 2°™ modele étudié dans lequel on s’est intéressé a la production des lipopeptides
(Y2), les valeurs de R? et Q2 montrent un bon ajustement du modéle aux données
expérimentales (0,975 et 0,975, respectivement), avec un niveau de confiance de 95% ce qui
signifie que ce modele est bon. Les coefficients des différents facteurs et leurs interactions sont
ainsi représentés dans le tableau 28. L’analyse des effets de la concentration de chaque facteur
et leurs interactions montre que les 2 éléments les plus significatifs sont 1’acide glutamique
(X2) et le Mg?* (X3) avec des P-values de 1,17x10° et 1,10x10° respectivement, ainsi que
I’effet de I’interaction entre le Mg2+ et la valine (X3 * X4) ayant une P-value de 7,86x107.

Tableau 28 : Effet des facteurs et de leurs interactions sur la production des lipopeptides par la
souche Pseudomonas sp. E313

*Y2 : production des lipopeptides, Coeff.Sc : coefficients stoechiométriques des facteurs, Std.Err : erreur
standard
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Le modele mathématique de la réponse Y2 exprimant la quantité des lipopeptides

produits a partir des facteurs a optimiser s’exprime comme suit:

Y2 = 1,07x10%® — 384607X, + 387011Xs — 210334X,? + 322782Xs* — 159688X1Xs +
156969X1Xe + 203338X2X6— 245666 X3X4 — 174736X5XG.

Les surfaces de réponse de I’influence des concentrations des différents facteurs et leurs
interactions sont présentées dans la figure 43. L’analyse de ces résultats montre que la
meilleure production des lipopeptides (Y2) est obtenue en maintenant une concentration du
glucose et de valine a leurs niveaux 0, une concentration de sérine a son niveau +1, une
concentration de Mg2+ & son niveau +o et des concentrations de Ca?* et d’acide glutamique a

leurs niveaux -1.
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Fig. 43 : Courbe de surfaces de réponses de la production des lipopeptides en fonction des
facteurs prépondérants
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3.5. Production des lipopeptides A et B de Pseudomonas sp. E313 a I’échelle
fermenteur

Afin de valider 1’amélioration des conditions de culture et de production des
lipopeptides, deux fermentations batch en bioréacteur ont été réalisees avec la souche de
Pseudomonas sp. E313 en utilisant le milieu minimal M9 d’une part (BR1), et le milieu M9
optimisé d’autre part (BR2). Le milieu optimisé utilisé est celui déterminé par le 2°™ modéle
du plan composite centré qui visait a ’amélioration de la production des lipopeptides. Il est
composé de: milieu minimal M9 supplémenté en glucose (10,5 g.L™?), en sérine (2,55 g.L™?), en
valine (1,2 g.L™?), en MgS0O4 (1 g.L™?) et en acide glutamique (1,9 g.L%). Les deux fermentations
ont été réalisées a une température de 30 °C, en un pH de7 et en une agitation de 160 rpm qui
a été réduite par rapport a 1’agitation optimale afin de limiter la formation de mousse. La
croissance bactérienne et la production des lipopeptides ont été suivies pour une durée de 68 h.
Les quantités de lipopeptides produits ont été exprimées en concentration de surfactine
équivalente a partir d’un étalon de surfactine produit au laboratoire. La surfactine est
heptalipopeptide, qui ne porte pas d’acides aminés aromatiques et constitue en I’absence de
lipopeptides A et B étalon un bon représentatif pour mesurer les concentrations des lipopeptides

produits.

Les résultats montrent que dans le bioréacteur BR1 la phase de croissance a duré 18 h.
La croissance maximale (de 0,47 gMS.L™) a été atteinte aprés 21 h de culture (tableau 29). Au-
dela la culture montre une phase stationnaire (figure 44). La production des lipopeptides se
produit & la fin de la phase de croissance, entre la 21°™ heure et la 24°™ heure de culture et
atteint une concentration de 21 mg.L? d’équivalent surfactine. Au cours de cette période la

consommation de glucose ralentit.
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Milieu M9 (BR1) Milieu M9 optimisé (BR2)
(A)

[LPS] (mgL}) (a) [Glucose] (gL}) [LPS] (mgL™) (b) [Glucose] (gL
60 12 60 12
50 10 50 /"_’/‘—_ﬁ‘ 10
40 8 40 8
30 6 30 6
20 4 20 4
10 2 10 2

0 o— r'd 0 0 0

0 20 40 60 0 20 40 60
—@— Production (mg/L) Glucose (g/1) —@— Production (mg/1) Glucose (G/L)
(a) 8 b
Absorbancesoonm [Glucose] (gL?, Absorbancesoonm (b) [Glucose] (gL ™)
1,6 12 16 12
LA 10 14 10
1,2 1,2

1 8 1 8
0,8 6 0,8 6
0,6 4 0,6 4

0,4 0,4
2 2

0,2 / 0,2
0 0 0 0

0 20 40 60 0 20 40 60
—e—DO Glucose (g/l) —e—DO Glucose (G/L)
(@)
(a) o (b)
pH Oxygene dissous (%) pH Oxygeéne dissous (%)
14 100 14 100
12 %0 12 90
80 80
10 70 10 70
] 60 ] 60
C———— 000 Oo—0 ® 50 o——o000 O—0— —® 50
6 4 ° 40
4 30 4 30
20 5 20
2 10 10
0 0 0 0
0 20 40 60 0 20 40 60
——pH oD —e—pH oD

Fig. 44 : Cinétiques de croissance, de production des Lipopeptides A et B, des concentrations
de glucose et d’oxygene dissous et évolution du pH lors des fermentations batch de la souche
de Pseudomonas sp. E313 en milieu M9 (BR1) (a) et en milieu M9 optimisé (BR2) (b)
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Au niveau du bioréacteur BR2, la phase de croissance se prolonge jusqu’a la 48°™ heure
de la culture, ou la concentration de biomasse atteint 1,42 gMS.L™. Durant la croissance, la
consommation du glucose est d’abord lente avec une vitesse de 0,036 g.L*h™ jusqu’a 16h de
culture et accélére ensuite pour atteindre une vitesse de 0,24 g.L™.h" entre la 16°™ heure et la
41° heure de culture (figure 44). La production des lipopeptides a lieu tout au long de la phase
de croissance. Elle est rapide au cours des 24 premiéres heures de culture, puis ralentit dans la
seconde partie de la phase de croissance exponentielle avec une consommation rapide de
glucose mais qui se ralentie lors de la 2éme phase de croissance. En outre, comme le montre le
tableau 29, les taux de conversion de substrats en biomasse (Yx/s) est de 0,25 g/g pour le
bioréacteur (BR1) tandis qu’il est de 0,17 g /g pour le bioréacteur (BR2). Le taux de conversion
du substrat en produit Yp/x est pratiquement le méme pour les deux fermentations (0,013 g/g
et 0,01 g/g, respectivement pour BR1 et BR2). La vitesse de conversion de biomasse en produit
était environ 2 fois plus élevée dans le fermenteur (BR2) (Yp/x = 0,059 g/g) que dans BR1
(0,054 g/g). D’un autre coté, nous notons que nous avons remarqué la formation de mousse a
partir de 16 h de culture dans le fermenteur (BR2) ce qui correspond bien a la phase pendant
laguelle la production des lipopeptides ait commencé. Par contre, dans le bioréacteur (BR1), la
mousse s’est été formée plus tard (vers la 24eme heure de culture), quelques heures apres le
début de la production des lipopeptides. La production maximale des lipopeptides est de 1’ordre
de 21,29 mg/L dans le fermenteur BR1 et de 55,64 mg/L dans le fermenteur BR2 ce qui signifie
que la production a ét¢ améliorée d’un facteur de 2,61 avec le milieu M9 optimisé. De méme,
la croissance bactérienne a ét¢ améliorée d’un facteur de 3,1 en milieu M9 optimisé (quantité

de biomasse de 0,471 g/l/h dans le fermenteur BR1 et de 1,464 g/l/h dans le fermenteur BR2.
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Tableau 29 : Bilan de culture de la souche de Pseudomonas sp. E313 en milieu M9 et

milieu M9 optimisé en fermenteur

Parametre BR1 BR2
Biomasse maximale (gMS.L 1) 0,471 1,464
Production maximale (mgL* 21,3 55,6

équivalent surfactine)
Yx/glucose (g MS/qg) 0,25 0,17
Yp/glucose (9/g) 0,013 0,01
Yp/x (g/g MS) 0,054 0,059
Discussion

Dans ce chapitre, on s’est intéressé a I’optimisation des conditions de cultures de la
souche Pseudomonas sp.E313 en milieu liquide et de la composition du milieu en nutriments
et en oligoéléments moyennant la méthodologie des plans d’expériences. Nous avons
commencé notre étude par I’optimisation de ces trois parameétres (température, pH et agitation).
Nous avons montré que la température a une grande influence sur la production des
lipopeptides. En effet, Le maximum de production a été observé a 30°C qui était comparable a
celui obtenu a 22°C, mais qui était au moins 4,5 fois plus élevé que celui obtenu a 37°C. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait qu’a cette température la croissance bactérienne a été trés faible
(10 fois inférieure) par rapport a celle déterminée a 30°C. Des études similaires ont montré que
la croissance de Pseudomonas putida est optimale a une température de 30 °C (Fonseca et al.,
2011; Md. Sakil Munna, 2015) et elle décline a des températures supérieures a 33 °C (Sakil
Munna, 2015). En outre, cette température était aussi optimale pour la production des
biosurfactants par des Pseudomonas aeruginosa OCD1 et Pseudomonas aeruginosa F23I (Patil
et al., 2014; Sahoo et al., 2011). L’optimisation du pH du milieu de culture a montré que la
production des lipopeptides était optimale a pH neutre (pH 6,5 -7), tandis que la croissance

bactérienne a été faiblement influencée par la variation du pH entre 6 et 8. Ceci pourrait
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s’expliquer par l’influence de la biosynthése des lipopeptides par certaines conditions
extracellulaires comme le pH, qui peut influer sur le niveau d’expression des genes de
biosynthése des lipopeptides comme il a été démontré chez les surfactines (Cosby et al., 1998).
Ainsi, le pH neutre était optimal pour la production des biosurfactants lipopeptidiques de
Pseudomonas (Nalini et Parthasathi, 2013) ainsi que pour la production de la surfactine par
Bacillus subtilis (Abdel-Mawgoud et al., 2008). L’aération du milieu était aussi un facteur
important a étudier car il peut impacter sur 1’activité respiratoire des cellules bactériennes.
L’aération du milieu dépend du volume du milieu de culture dans les fioles erlenmeyer et de la
vitesse d’agitation mécanique. La production des lipopeptides de Pseudomonas sp. E313 et
notamment celle du lipopeptide B est favorisée par une forte vitesse d’agitation (240 rpm). Les
niveaux de croissance bactérienne a été comparable pour les 3 vitesses d’agitation testées apres
48h de culture, cependant a une agitation de 100 rpm, la phase de croissance est ralentie, ce qui
peut s’expliquer par une limitation de la vitesse de transfert d’oxygéne dans le milieu de culture.
Des études similaires ont montré que le transfert d’oxygene dans le milieu de culture joue un
réle primordial dans la production des lipopeptides (Coutte et al., 2010; Guez et al., 2008;
Jacques et al., 1999). De méme, Elarbi et al., (2016) ont montré que la production des

surfactines par Bacillus pumilus 12 corréele positivement avec I’apport d’oxygene.

Les conditions de la production des lipopeptides ainsi optimisées ont été utilisées pour
I’optimisation de la composition d’un milieu de culture pour 1I’amélioration de la production
des lipopeptides. La valine avait un effet trés favorable sur la production des lipopeptides et que
cet effet est amélioré par 1’ajout du magnésium en absence d’extrait de levure. Cependant en
interaction avec le glucose qui a été conservé comme source de carbone pour la production des
lipopeptides, la sérine avait également un effet positif significatif sur la production des
lipopeptides. L’acide glutamique avait ¢galement un effet favorable sur la production des
lipopeptides et notamment en interaction avec le magnésium. L’efficacité de I’acide glutamique
dans I’amélioration de la production des lipopeptides a été également mise en évidence pour la
production des surfactines par des souches de Bacillus subtilis (Motta Dos Santos et al., 2016)
et pour la production des lichenysine-A par Bacillus licheniformis BAS50 (Yakimov et al.,
1996). Le magnésium intervient dans la voie de biosynthese des lipopeptides comme un
cofacteur d’enzymes comme la phosphopantetheinyl transférase qui intervient a la biosynthése
des surfactines et dont 1’activité dépend strictement du magnésium (Stuible et al., 1997; Walsh
et al., 1997). Son effet considérablement favorable sur la production des lipopeptides de

Pseudomonas sp. E313 peut étre alors due aux mémes raisons. L’analyse des effets des sources
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de carbone a montré que le succinate de sodium a un effet favorable sur la production des
lipopeptides mais tres defavorable sur la croissance bactérienne et inversement pour le glycérol,
tandis que le glucose avait un effet moins visible mais favorable a la production et la croissance
bactérienne. L’effet favorable du glucose sur la production est accentué en interaction avec
I’acide glutamique et en absence d’extrait de levure. Similairement, ’effet positif de
I’utilisation du glucose comme source de carbone a été également mis en évidence pour
I’amélioration de la production des surfactines (Ghribi et Ellouze-Chaabouni, 2011). Les
résultats obtenus par 1’analyse du 1* plan d’expériences ont permis de fixer le glucose, la valine,
la sérine, I’acide glutamique et le magnésium en privilégiant les composants un effet favorable
direct et en interaction sur la production des lipopeptides de Pseudomonas sp. E313 et ils ont
été, par consequent, introduits dans la composition du milieu de base utilisé lors de la réalisation
du 2°™ plan qualitatif D-optimale. Ce 2°™ plan visait & 1’étude de 1’effet d’un amendement en
acides aminés et en oligoéléments sur la croissance bactérienne et la production des
lipopeptides. Les résultats ont montré que le tryptophane possédent un effet tres favorable pour
la production des lipopeptides mais qui était tout de méme défavorable pour la croissance des
souches. La leucine avait un effet favorable pour la croissance et la production mais qui était
moins significatif en comparaison a celui du tryptophane. Récemment, des études
d'optimisation de la production des lipopeptides ont mis en évidence le réle important des acides
aminés dans I'amélioration de leur production qui est probablement dd a leurs assimilation plus
facile par rapport au catabolisme de sources d'azote plus complexes (Liu etal., 2012). La leucine
représente 1’acide aminé qui est majoritairement présent dans la chaine peptidique des deux
lipopeptides de Pseudomonas sp. E313, ce qui explique probablement son effet positif sur
I’amélioration de leur production. Des études similaires, ont montré que la leucine, qui
représente l'acide aminé principal du fragment peptidique de la surfactine, peut avoir un impact
direct sur le rendement de production (Coutte et al., 2015). Concernant 1’effet des
oligoéléments, I’influence de I’iode a été fortement inhibitrice sur la production, tandis que, le
fer avait un effet tres favorable, en plus du cuivre et du calcium mais a un degré plus faible. Ces
oligoéléments sont également impliqués comme des cofacteurs dans la voie de biosynthése des
lipopeptides. L’effet du Fer a été mis en évidence pour I’amélioration de la production des
surfactines par Bacillus subtilis MZ-7 a 300 mg/Il (Al-Ajlani et al., 2007). Une augmentation de
la production des biosurfactants par Bacillus subtilis MTCC 2423 de 0,342 a 1,230 g /I a été
également obtenue lorsque le milieu de culture a été complété simultanément par les

concentrations optimales de magnésium, de fer et de calcium (Makkar et Cameotra, 2002). Le
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plan de surface de réponse composite centré réalisé par la suite sur des fioles d’Erlenmeyer a
48h de culture a permis de définir un milieu M9 optimisé contenant du glucose a 10,5 g.L ™,
I’acide glutamique a4 5,5 g.L%, le MgSOsa 1,93 g.L % la valine 4 1,93 g.L ! et la sérine & 2,55
g.LL. Ce milieu a été ensuite testé en bioréacteur. Les résultats montrent une phase de
croissance prolongée (48 h) au cours de laquelle, la consommation du glucose est plus lente au
départ pour s’accélérer par la suite. La vitesse de croissance déterminée au cours de la phase de
croissance dans le milieu M9 optimisé est plus importante que celle déterminée avec la souche
cultivée sur le milieu M9. La consommation de I’oxygeéne dissous dans le milieu se poursuit,
en milieu M9 optimisé, jusqu’a la fin de la phase de croissance exponentielle, tandis que cette
derniére s’arréte beaucoup plus tot lors de la fermentation réalisée avec le milieu M9, pourtant
le glucose n’est pas encore épuisée. L’arrét de la consommation du glucose par les cellules
bactériennes pourrait s’expliquer par le fait que celles-ci utilisent des voies catalytiques faisant
impliquer des cofacteurs qui sont tres tét épuisés dans le milieu M9, mais qui sont présents a
des quantités suffisantes dans le milieu optimisé ce qui permet la continuité du processus de
fermentation de glucose comme le magnésium qui est présent a une concentration beaucoup
plus importante dans le milieu optimisé. La production des lipopeptides avait commencé un peu
plus tot et atteint un niveau de production visiblement plus élevé en milieu optimise par
comparaison au milieu M9. Ceci peut mettre en évidence la présence de composants dans le
milieu optimisé qui sont impliqués dans la voie de biosynthése de ces molécules ce qui peut
engendrer une production plus rapide et élevée. En terme quantitatif, la croissance bactérienne
beaucoup plus élevée lors de la fermentation réalisée avec le milieu optimisé par comparaison
a celle obtenue avec le milieu M9 (0,34 g/h et 0,024 g/h, respectivement) ainsi qu’une
croissance maximale qui est 3 fois plus élevée dans le fermenteur contenant le milieu optimise.
Evidemment le niveau de production des lipopeptides a été considérablement plus élevé dans
la fermentation avec le milieu optimisé (21,29 mg/L pour BR1 et 55,64 mg/L pour BR2) ainsi
que le taux de conversion de biomasse en produit qui est 2 fois plus élevé dans le fermenteur
contenant le milieu optimisé. Toutefois les niveaux de croissance bactérienne et de production
des lipopeptides A et B restent plus faible en bioréacteurs comparant a celles obtenues en fioles
d’Erlenmeyer. Ceci pourrait étre expliqué par la formation importante de la mousse en
bioréacteur qui est probablement due des concentrations relativement élevées d’oxygene
dissous dans le milieu de culture ce qui peut présenter une des condition de stresse pour les

souches de Pseudomonas sp. E313 ce qui peut étre a 1’origine de la fixation des cellules
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bactériennes dans les parois de la cuve du bioréacteur observée au cours des 2 fermentations
réalisées.

Ces résultats permettent donc de mettre en évidence 1’efficacité des modéles
d’optimisation de la production des lipopeptides elaborées, cependant le passage de la
production de 1’échelle erlenmeyer a 1’échelle fermenteur reste a étudier pour la maitrise de la
production de ces molécules a différentes échelles et notamment en optimisant la concentration

de I’oxygene dissous dans le milieu de culture.
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Les lipopeptides sont des molécules produites par une grande variété de bactéries
appartenant au genre Bacillus, Pseudomonas... Ils sont composés d’un acide gras lié a un
oligopeptide et possédent une grande variété de structures et d’activités fonctionnelles et
biologiques. En effet, plusieurs lipopeptides représentent de puissants biosurfactants
susceptibles de remplacer certains surfactants chimiques notamment dans les activités de
bioremédiation. Le groupe taxonomique des Pseudomonas est intéressant a explorer car il
possede un potentiel important de synthése de lipopeptides encore peu exploité. Le présent
travail consiste a sélectionner des bactéries du genre Pseudomonas isolées a partir d’un sol
d’ateliers de mécanique tunisiens souillés par des hydrocarbures afin d’en rechercher des
molécules bioactives ayant des propriétés biosurfactante et émulsifiante. Un criblage des
molécules produites sur milieu riche a été fait en utilisant des tests caractéristiques a la détection
des activités biosurfactantes, comme la mesure de la tension de surface, I’étalement d’huile et
de I’effondrement d’huile ainsi que la mesure de I’activité émulsifiante. Ces tests ont permis de
mettre en évidence la présence de 5 souches de Pseudomonas productrices de biosurfactants
parmi 11 souches, dont 3 souches désignées par E39, E311 et E313 avaient des activités
biosurfactantes et émulsifiantes particulierement marquées et trés intéressantes. L’identification
moléculaire par le séquencage de I’ARNr 16S a montré que ces 3 souches sont
phylogénétiquement trés proches et forment un sous-groupe qui appartient au groupe des
Pseudomonas putida, et ayant une grande similarité avec les souches de Pseudomonas
alkylphenolia KL28. Les tests de stabilité des biosurfactants produits par ces 3 souches vis-a-
vis des conditions environnementales qui ont été effectués par la mesure de leurs activités
biosurfactante et émulsifiante résiduelles a montré que ces molécules possedent une bonne
stabilité vis-a-vis des conditions extrémes de pH, de température et de salinité. Ceci suggere
I’applicabilité de ces biosurfactants dans plusieurs domaines et notamment en bioremédiation.
Des tests de dégradation de diesel sur sable ont été réalisés et suivis pour une durée de 1 mois.
Les résultats ont montré ’efficacité des 3 souches productrices des biosurfactants dans la
dégradation du diesel sur sable avec des taux d’élimination considerables.

Pour I’identification, la quantification, et la mise en oeuvre des activités potentielles des
biosurfactants produits, des essais de purification de ces molécules ont été réalisée par
précipitation acide, extraction en phase solide C18 et ultrafiltration a 5 et 10 kDa. Une
identification préliminaire de la nature chimique des biosurfactants en chromatographie sur
couche mince a été d’abord réalisée. Une réaction positive avec la ninhydrine a été révélée pour

les biosurfactants produits par les 3 souches, indiquant ainsi que ces molécules sont de nature
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lipopeptidique. La caractérisation des biosurfactants par spectrométrie de masse de type
MALDI-ToF a montré que les 3 souches possédent des profils de masses trés similaires et a mis
en évidence la production de deux lipopeptides attribués a I’intervalle de masses de la famille
des syringafactines, une famille de lipopeptides incluant 6 isoformes de syringafactines (A — F)
et 2 isoformes de cichofactines (A et B) qui sont des octalipopeptides produits par des souches
de Pseudomonas syringae et de Pseudomonas cichorii respectivement. Ces lipopeptides sont
connus pour leurs propriétés tensioactives et pour leur capacité a favoriser la croissance des
cellules qui les produisent dans des environnements naturels. La purification développée en
utilisant des techniques de séparation par chromatographie en LCMS et en RP-HPLC des 2
molécules produites par la souche de Pseudomonas sp. E313a permis de séparer des
lipopeptides des composants du surnageant de culture. Cette purification servira a la
quantification des lipopeptides par le dosage des liaisons peptidiques en RP-HPLC, et pour
I’identification biochimique de leurs structures par une fragmentation en ESI-MS/MS. La
purification des lipopeptides par des processus d’ultrafiltration et de diafiltration visant a
I’obtention de ces molécules pures a des quantités suffisantes pour leurs utilisation a une plus
grande échelle et notamment la mise en évidence de leurs activités biologiques éventuelles. Les
analyses des échantillons qui y sont issus par spectrométrie de masse MALDI-ToF a permis
I’obtention de ces molécules pures dans le filtrat issu de la purification a travers une membrane
de taille de seuil de coupure de 10 kDa. La caractérisation structurale de la chaine peptidique
de ces 2 lipopeptides a été réalisée en utilisant une approche combinée reliant la spectrométrie
de masse et la bioinformatique, la spectrométrie fournissant des informations liée a la masse de
la molécule et au clivage des acides aminés de la chaine peptidique, et la bioinformatique qui
fournissant des prédictions des monomeéres d’acides aminés de la chaine peptidique en
analysant le gene de biosynthese de ces molécules identifiés au niveau du génome bactérien
séquencé par des outils bioinformatiques de prédiction se basant essentiellement sur le code de
Stachellaus et de Minowa. L’association de données issues de ces 2 analyses a permis
d’identifier deux variants de la famille des syringafactines nommées lipopeptide A et
lipopeptide B.

L’optimisation de la composition du milieu de culture pour la production des
lipopeptides de la souche de Pseudomonas sp. E313 a eté réalisée moyennant la méthodologie
des plans d’expériences en testant des modéles qualitatifs et quantitatifs pour la détermination
d’une composition optimale en source de carbone, d’azote, d’acides aminés et oligoéléments.

Ainsi, la meilleure production des lipopeptides produits a été définie en complétant le milieu
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de base M9 avec du glucose (10,5 g.L ), I’acide glutamique (5,5 g.L?), le MgS0Q4 (1,93 g.L %),
la valine (1,2 g.L %) et la sérine (2,55 g.L ™). Les conditions de production ainsi défini ont été
exploitées pour la mise en ceuvre d’une production en bioréacteur en batch. Ceci a permis de

mettre en évidence un niveau de production amélioré d’un facteur de 2,6 en milieu optimisé.
En perspective, nous envisageons :

- Des essais de production des biosurfactants des différentes souches de Pseudomonas
en batch alimenté et continu afin de déterminer le procédé de fermentation le plus
adéquat a cette production ;

- l’application des biosurfactants produits par les différentes souches de
Pseudomonas isolées dans la bioremediation des sols contaminés par différents
types d’hydrocarbures ;

- Construction d’une souche mutante avec la délétion du gene de biosynthése des
lipopeptides pour mettre en lumiere le role de ces molécules dans 1’amélioration du

processus ;

La mise en évidence du mécanisme de biosynthese en alternance des lipopeptides par la
construction d’un mutant dans lequel le géne en question sera supprimé du génome bactérien
et I’identification d’une maniére plus approfondie du mécanisme permettant la sélection

alternative des 2 formes de lipopeptide.
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Annexe 1

N EXP source Carbone | Acide Aminé | Extrait de levure Cations Azote
1 Glycérol Leucine sans Mg2+ Acide glutamique
2 Succinate Leucine sans Mg2+ Acide glutamique
3 Glucose Valine sans Mg2+ Acide glutamique
4 Glucose Leucine avec Mg2+ Acide glutamique
5 Succinate Valine avec Mg2+ Acide glutamique
6 Glucose Leucine sans Zn2+ Acide glutamique
7 Succinate Valine sans Zn2+ Acide glutamique
8 Succinate Leucine avec Zn2+ Acide glutamique
9 Glycérol Valine avec n2+ Acide glutamique
10 Glycérol Leucine sans Mn2+ Acide glutamique
11 Glycérol Valine sans Mn2+ Acide glutamique
12 Succinate Valine sans Mn2+ Acide glutamique
13 Glycérol Leucine avec Mn2+ Acide glutamique
14 Glucose Valine avec Mn2+ Acide glutamique
15 Glucose Leucine sans Mg2+ Tryptone
16 Succinate Valine sans Mg2+ Acide glutamique
17 Succinate Leucine avec Mg2+ Tryptone
18 Glycérol Valine avec Mg2+ Tryptone
19 Succinate Leucine sans Zn2+ Tryptone
20 Glycérol Valine sans Zn2+ Tryptone
21 Glycérol Leucine avec Zn2+ Tryptone
22 Glucose Valine avec Zn2+ Tryptone
23 Succinate Valine avec Zn2+ Tryptone
24 Glycérol Leucine sans Mn2+ Tryptone
25 Glucose Valine sans Mn2+ Tryptone
26 Glucose Leucine avec Mn2+ Tryptone
27 Succinate Leucine avec Mn2+ Tryptone
28 Glycérol Valine avec Mn2+ Tryptone
29 Glucose Leucine sans Mg2+ KNO3
30 Glycérol Valine sans Mg2+ KNO3
31 Succinate Valine sans Mg2+ KNO3
32 Glycérol Leucine avec Mg2+ KNO3
33 Glucose Valine avec Mg2+ KNO3
34 Glycérol Leucine sans Zn2+ KNO3
35 Glucose Valine sans Zn2+ KNO3
36 Glucose Leucine avec n2+ KNO3
37 Succinate Leucine avec Zn2+ KNO3
38 Glycérol Valine avec Zn2+ KNO3
39 Succinate Leucine sans Mn2+ KNO3
40 Glucose Valine sans Mn2+ KNO3
41 Glycérol Leucine avec Mn2+ KNO3
42 Succinate Valine avec Mn2+ KNO3
43 Glucose Leucine sans Mn2+ Acide glutamique
44 Glucose Valine avec Mn2+ Acide glutamique
45 Succinate Valine sans Mg2+ Tryptone
46 Glycérol Valine avec Mg2+ Tryptone
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Annexe 2
Exp No oligol oligo2 AA1l AA2 AA3
1 Co Mo Gln His Phe
2 Cu Fe Gln His Phe
3 Ca Mo Lys His Phe
4 Ca I Lys His Phe
5 Cu Mo Thr His Phe
6 Ca Fe Thr His Phe
7 Ca Mo GIn Pro Phe
8 Co I Gln Pro Phe
9 Co Mo Lys Pro Phe
10 Ca Fe Lys Pro Phe
11 Co Fe Thr Pro Phe
12 Cu I Thr Pro Phe
13 Cu Mo Gln Ser Phe
14 Ca I Gln Ser Phe
15 Co Fe Lys Ser Phe
16 Cu I Lys Ser Phe
17 Ca Mo Thr Ser Phe
18 Cu Fe Thr Ser Phe
19 Co I Thr Ser Phe
20 Ca Mo Gln His Try
21 Co I Gln His Try
22 Co Mo Lys His Try
23 Ca Fe Lys His Try
24 Cu I Lys His Try
25 Cu Fe Thr His Try
26 Co Mo Gln Pro Try
27 Ca Fe Gln Pro Try
28 Cu Mo Lys Pro Try
29 Co Fe Lys Pro Try
30 Ca I Lys Pro Try
31 Ca Mo Thr Pro Try
32 Co I Thr Pro Try
33 Co Fe Gln Ser Try
34 Cu I Gln Ser Try
35 Ca Mo Lys Ser Try
36 Cu Fe Lys Ser Try
37 Co I Lys Ser Try
38 Co Mo Thr Ser Try
39 Ca I Thr Ser Try
40 Cu Mo Gln His Arg
41 Ca Fe Gln His Arg
42 Cu Fe Lys His Arg
43 Co I Lys His Arg
44 Ca Mo Thr His Arg
45 Co Fe Thr His Arg
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46 Cu I Thr His Arg
47 Co Fe Gln Pro Arg
48 Cu I Gln Pro Arg
49 Ca Mo Lys Pro Arg
50 Co I Lys Pro Arg
51 Co Mo Thr Pro Arg
52 Cu Fe Thr Pro Arg
53 Ca I Thr Pro Arg
54 Ca Mo Gln Ser Arg
55 Cu Fe Gln Ser Arg
56 Co I Gln Ser Arg
57 Co Mo Lys Ser Arg
58 Ca I Lys Ser Arg
59 Cu Mo Thr Ser Arg
60 Ca Fe Thr Ser Arg
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Annexe 3
Exp |glucose | A.glutamique | Mg2+ | valine ca sérine DO Aire
1 7 4 0,5 1,2 0,005 1,2 4,37 1125539
2 14 4 0,5 1,2 0,005 2 6,23 728414
3 7 7 0,5 1,2 0,005 2 4,25 383563
4 14 7 0,5 1,2 0,005 1,2 4,72 423694
5 7 4 1 1,2 0,005 2 2,14 2176930
6 14 4 1 1,2 0,005 1,2 2,27 2645853
7 7 7 1 1,2 0,005 1,2 1,29 2171320
8 14 7 1 1,2 0,005 2 3,33 2907081
9 7 4 0,5 2 0,005 2 4,01 1214645
10 14 4 0,5 2 0,005 1,2 3,87 978706
11 7 7 0,5 2 0,005 1,2 3,21 406047
12 14 7 0,5 2 0,005 2 3,78 652205
13 7 4 1 2 0,005 1,2 1,64 1899800
14 14 4 1 2 0,005 2 2,93 1236803
15 7 7 1 2 0,005 2 1,84 1176029
16 14 7 1 2 0,005 1,2 1,39 558013
17 7 4 0,5 1,2 0,015 2 1,61 851316
18 14 4 0,5 1,2 0,015 1,2 4,57 819323
19 7 7 0,5 1,2 0,015 1,2 2,93 664065
20 14 7 0,5 1,2 0,015 2 4,58 619146
21 7 4 1 1,2 0,015 1,2 2,46 2839507
22 14 4 1 1,2 0,015 2 1,76 2406000
23 7 7 1 1,2 0,015 2 1,83 986823
24 14 7 1 1,2 0,015 1,2 1,98 995025
25 7 4 0,5 2 0,015 1,2 4,68 903685
26 14 4 0,5 2 0,015 2 4,03 751395
27 7 7 0,5 2 0,015 2 2,04 828082
28 14 7 0,5 2 0,015 1,2 2,89 684219
29 7 4 1 2 0,015 2 3,71 1706032
30 14 4 1 2 0,015 1,2 1,89 1769553
31 7 7 1 2 0,015 1,2 2,54 843819
32 14 7 1 2 0,015 2 2,57 945577
2,44 702028
3,94 814253
3,48 796159
6,17 1470460
54 1975957
5,2 1290876
5,21 819010
7,29 1365185
41 10,5 5,5 0,75 1,6 0 1,6 5,59 1224665
42 10,5 5,5 0,75 1,6 |0,02189 1,6 5,28 1114938
43 10,5 5,5 0,75 1,6 0,01 0,6488 3,64 1450119
44 10,5 5,5 0,75 1,6 0,01 2,5512 4,96 1601809
45 10,5 5,5 0,75 1,6 0,01 1,6 3,36 2269342
46 10,5 5,5 0,75 1,6 0,01 1,6 3 1327750
47 10,5 5,5 0,75 1,6 0,01 1,6 3,62 812526
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Annexe 4:
Filtrat 5 kDa
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Annexe 5
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Abstract:

Pseudomonas strains isolated from oil contaminated soils were screened for potential
biosurfactant production. Three out of eleven Pseudomonas isolates were selected for their
ability to reduce pure water surface tension (from 72 mN.m-1 to values ranging between 29.9
and 34 mN.m-1) and for their high emulsifying activity (E24 value on n-hexadecane ~78%).
These isolates (E39, E311 and E313) were identified as members of the P. putida group using
phenotypical methods and a molecular approach by rRNA 16S sequencing. To identify the
chemical nature of produced biosurfactants, thin layer chromatography (TLC) and MALDI-
ToF mass spectrometry analysis were carried out. The obtained revealed the presence of
lipopeptides belonging to the syringafactin family with eventually a new variant of these
molecules. The appilicability of biosurfactants was evaluated under extreme environmental
conditions. Thus the activity of biosurfactants was stable over a pH range of 6-12, at high
salinity (10 %) and after heating at 80°C. The potential of syringafactin producing strains to
remove diesel was tested in contaminated soil micro-bioreactors. This experience revealed that
the three biosurfactant producing strains were able to degrade diesel in a contaminated sand.
These results suggest the prospective applicability of these biosurfactants in hydrocarbon

bioremediation.

Key words: Pseudomonas, biosurfactant, bioemulsifier, lipopeptide, biodegradation

1 Introduction

Surfactants are amphiphilic chemical compounds, i. e. they contain both hydrophobic and
hydrophilic groups, that accumulate preferentially at the interface between fluid phases with
different degrees of polarity and hydrogen bonding such as oil/water or air/water interfaces.

They are used industrially as emulsifiers, wetting, dispersing and foaming agents. Microbial
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surfactants, known as biosurfactants, are produced by diverse microorganisms such as bacteria,
fungi and yeasts, and are structurally diverse (Desai and Banat, 1997; Karanth et al., 1999;
Lang, 2002; Mulligan, 2005). They are grouped into low molecular weight compounds
including glycolipids, lipopeptides and phospholipids, and into high molecular weight polymers
including proteins, lipoproteins, polysaccharides and lipopolysaccharides (Ron and Rosenberg,

2002).

In comparison to synthetic surfactants, biosurfactants offer several advantages mainly due to
their high biodegradability, which makes them more eco-friendly Furthermore, some of these
molecules have a good stability on extreme conditions of pH, temperature and salinity
(Marchant and Banat, 2012). These properties render them appropriate for many application
fields such as polluted soils bioremediation (Cameotra and Makkar 2010; Pacwa-Ptociniczak
et al., 2011), agriculture (Sachdev and Cameotra, 2013), food industry (Campos et al., 2013),

and animal and human health (Cameotra and Makkar, 2004; Rodrigues et al., 2006).

Pseudomonas spp. are well-known for their ability to produce biosurfactants mainly
rhamnolipids and lipopeptides (Mulligan, 2005). Rhamnolipids, glycolipids which consist of
one or two molecules of rhamnose linked to one, two or three molecules of B-hydroxyfatty acid
(Abdel-Mawgoud et al., 2010), are some of the best studied biosurfactants. Lipopeptides are
powerful biosurfactants that are composed of a lipid tail linked to a short linear or cyclic
oligopeptide. They are structurally very diverse, depending on the configuration, type and
number of the amino acids in the peptide the composition and on the length of the fatty acid.
They are divided into several families: the majors are viscosin, amphisin, orfamide, putisolvin,
tolaasin, entolysin, syringopeptin, syringomycin and syringafactin families (Raaijmakers et al.,
2010; Roongsawang et al., 2011). Rhamnolipids and lipopeptides are implicated in many
important bacterial functions, including antimicrobial activity, swarming motility, attachment

and biofilm formation, and effect on bioavailability allowing the solubilisation of insoluble
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compounds by increasing wettability and emulsification of water. Biosurfactants can also
protect cells from toxic compounds and heavy metals by encapsulating them into micelles
(D’aes et al., 2010; Ron and Rosenberg, 2001; Van Hamme et al., 2006). Biosurfactant
producing Pseudomonas are commonly found in different environments including soil and the
rhizosphere (Fechtner et al., 2011), particularly in hydrocarbon-contaminated soils where they
facilitate hydrocarbon degradation (Bento et al., 2005; Bodour et al., 2003; D’aes et al., 2010;
Mohammed et al., 2015; Saikia et al., 2012) and on plants where they can be beneficial or
harmful for their host (D’aes et al., 2010). For these reasons, Pseudomonas are good candidates
for discovering new biosurfactants. The present study aimed to screen Pseudomonas spp. strains
isolated from hydrocarbon contaminated soil for their potential to produce
biosurfactants/bioemulsifers. The most potent isolates were tested for application in diesel

biodegradation.

2 Materials and Methods

2.1  Isolation of Pseudomonas strains

Bacterial colonies were isolated from an oil-contaminated soil from an auto-mechanical
workshop, in the area of Sfax, Tunisia. 500 g of soil samples were collected from the surface,
at 5 cm and 10 cm of depth. 1 g of each sample was mixed with 10 ml physiological water by
vortexing for 10 minutes; then several dilutions were prepared on physiological water, spread
on an LB agar medium and incubated at 30°C for 24 h. Colonies were selected on the basis of
colony morphology, transferred separately on cetrimid agar a selective medium for
Pseudomonas isolation, and incubated at 30°C for 24 h. Pseudomonas bacteria were preserved
on cryotubes containing 40% of glycerol solution and stored at -20°C for short preservation and
-80°C for long preservation.

2.2 Bacterial growth conditions and cell-free supernatant preparation
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Colony growth was performed on Tryptic Soy Agar plates streaked with frozen stocked cells at
a temperature of 30°C for 24 h. Liquid culture was performed in Tryptic Soy Broth (pancreatic
digest of casein 17 g.L-1; peptic digest of soybean meal 3 g.L-1; D-glucose 2.5 g.L-1; sodium
chloride 5 g.L-1; di-potassium hydrogen phosphate 2.5 g.L-1) at 30°C for 72 h with shaking on
160 rpm. A 10 mL pre-culture was inoculated with an isolated colony after 24 h of incubation.
Then, 0.1 mL of the 24h pre-culture served to inoculate a 100 mL culture which was incubated
in the same conditions for 48 hours. Broth culture was centrifuged for 10 min at 10,000 x g.
The obtained supernatant was sterilized through a 0.22 um Millipore PES filter membrane and

stored at 4°C for biological tests.

2.3 Preparation of crude extract of biosurfactants

Biosurfactants were precipitated overnight at 4°C by adding HCI (6M) to the free cell
supernatant to a pH of 2 (Cooper and Goldenberg, 1987; Peypoux et al., 1999). The mixture
was centrifuged at 10,000 x g for 20 min and then the pellet was resuspended in ultrapure water.
Finally, the pH was adjusted to 7 with NaOH (1M) and the crude extract was lyophilized using
a Heto Power Dry PL 9000 freeze-dryer (Jouan Nordic, Allerod, Denmark), according to the
following steps: 1 h at -30°C, 5 h at -10°C, 5 h at 0°C, 5 h at 20°C, 5 h at 35°C. Freeze-drying
was carried out under a residual pressure of 15 mbar. For utilization, lyophilized crude extract
was then solubilized in ultrapure water so that to obtain the adequate concentrations (1% or
0.1% w/v) and stored at 4°C.

2.4 Screening for biosurfactant production

2.4.1 Drop collapse test

To identify biosurfactant-producing strains, a drop collapsing test was carried out according to
Bodour and Miller-Maier, 1998. 2 ul of paraffin oil was added to each well of a 96-well
microliter plate and allowed to equilibrate for 1 h at room temperature. Then, 5 pl of cell-free

supernatant of Pseudomonas spp. isolates were added on oil surface. The result was observed
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after 1 min. The cultures which gave flat drops were scored as positive, while the cultures that
gave rounded drops which pointed-out a deficiency of biosurfactant production were scored as
negative.

2.4.2 Surface tension and Fcmc measurement

The surface tension was measured on cell-free supernatants and on the crude extracts of
Pseudomonas spp. isolates using a tensiometer (TD1 LAUDA, Lauda-Konigshofen, Germany)
according to the Du Nodiy ring method. Pure water was used as control, giving a surface tension
value of 72 mN/m. Critical micelle concentration (CMC) is specified as the concentration at
which the micelle formation is initiated in the solution containing the amphiphilic compound.
CMC represents the intersection of linear component of the curve drawn between the surface
tension and the biosurfactant concentration. In our case, surface tension measurements were
performed on seven different dilutions of supernatants in ultrapure water: 1/20; 1/10; 1/5; 1/4
1/2; 1 at room temperature which provides the dilution of the supernatant at which the CMC is
reached (Chakraborty et al., 2011). The Fcwmc value is determined as an indirect estimation of
the CMC by the determination of dilution value where there was a sharp rise in the surface
tension (Cooper and Zajic, 1980).

2.4.3 Oil displacement test

This assay was performed according to Morikawa et al. (2000). 40 ml of distilled water were
placed on the surface of a large Petri dish with 150 mm in diameter, followed by adding 15 pl
of crude oil (diesel) on the water surface, and 20 pl of the isolate culture supernatants on the
centre of the oil film. Then, the diameter of the clear halo visualized under visible light was
measured after 30 sec. If biosurfactants are present, the oil will be displaced resulting in an oil
free clearing zone. A larger diameter of oil depicts a higher activity of biosurfactant.

2.4.4 Emulsion index determination

Emulsifying activity was measured according to the Cooper and Goldenberg (1987) method. 4 ml of

biosurfactant crude extract were mixed with 4 ml of n-hexadecane and vortexed at high speed for 2
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min. The mixture was allowed to stand for 24 h before measurement and the emulsion index was

defined as follows:

height of emulsion layer
E24(%) = x100
(ﬁ) total height

2.5 ldentification of bacterial strains

To characterise the phenotypic properties of isolated strains, tests including morphological
characterisation, Gram staining, oxidase activity and carbohydrate fermentation profile
determined by API 20 NE tests (Biomerieux; Marcy I'Etoile, France) were performed. Each
fermentation profile was processed by the APIWEB software database for identification.
Genotypic characterisation was performed as follows. Genomic DNA was isolated from a one-
night bacterial culture using the Wizard Genomic Purification DNA Kit (Promega Corp.,
Madison, WI, USA) following the prescribed standard protocol. ). The whole 16S rRNA gene
was amplified by polymerase chain reaction (PCR) wusing primers S1 (5-
AGAGTTTGATC(A,C)TGGCTCAG-3) and S2 (5-GG(A,C)TACCTTGTTACGA(T,C)TTC-
3). The PCR reaction was performed with the following mixture: 5 ul of extracted genomic
DNA (200 ng/ul), 2.5 pl of each primer (20 mM), 25 pl of PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific Fermentas, Vilnius, Lithuania) and ddH20 were mixed up to a final volume of 50 pl.
PCR thermal cycling was carried out using a thermal cycler as follows: a first denaturation of
the DNA at 94°C for 3 min, than 30 cycles of denaturation at 94°C for 40 s, primer annealing
at 55°C for 50 s, and primer synthesis step at 72°C for 12 min. The PCR products were subjected
to agarose gel electrophoresis and purified using a QIA quick DNA gel purification kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Then, purified PCRs were introduced into Escherichia coli JIM109 using the
pGEMT Easy vector kit (Promega Corp). Transformed cells were selected on Luria Bertani
(LB) solid medium supplemented with 100 gl-1 of ampicillin. Plasmids were isolated from
transformant colonies using QlAprep plasmid extraction kit protocol (Qiagen). Restriction

endonuclease analysis of the plasmids was carried-out using EcoRI (Thermo Fisher Scientific
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Fermentas). Cloned products were sequenced and analysed as above. The sequencing of
resulting cloned product was performed by the Custom Sequencing Service of Eurofins
Genomics (Ebersberg, Germany) based on cycle sequencing technology on ABI PRISM
3730XL. Two sequencing reactions generating both forward and reverse sequences were
required to cover the length of the 16S rRNA gene. Sequences were trimmed and assembled as
previously described (EI Arbi et al., 2016). The 16S rRNA gene sequences obtained from the
isolate E39, E311 and E313 were compared with other bacterial sequences using NCBI mega
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) for their pairwise identities. Then, the
phylogenetic tree was constructed by using MEGA 7.0 software using neighbour-joining
method. All sequences were submitted to the GenBank database [accession numbers:
MG183696 (E39), MG183695 (E311), and MG188738 (E313).

2.6 Thin Layer Chromatography

The type of biosurfactant was preliminary determined by using a thin layer chromatography
(TLC) analysis. A volume of 40 ul of crude biosurfactant extracted from E39, E311 and E313
strains supernatant was spotted into three silica gel plates (F-254; Fisher) using CAMAG
automatic TLC sampler. Samples were developed using CHCI3z: CH3OH: H,O (65:15:2. v/v/v)
as a mobile phase. Then the plates were air-dried, sprayed with standard reagents and heated at
105°C during 5 min. Ninhydrin reagent (0.5 g ninhydrin + 100 mL acetone) was used for
peptide detection and anthrone reagent (1 g anthrone + 5 mL sulphuric acid + 95 mL ethanol)
for sugar detection.

2.7  Mass spectrometry analysis

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-ToF-
MS) was used to detect the production of lipopeptides on whole cells and in liquid cultures; i.
e. in the cell-free supernatant and in the biosurfactant crude extract. For whole cell analyses, an

isolated colony of bacteria grown on TSA solid medium was suspended in 10 pl of matrix
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solution containing 10 mg.ml-1 of a-cyano-4-hydroxycinnamic acid. For liquid culture
analyses, 1 uL of supernatant or crude extract and 1L of matrix solution were mixed. Then, 1
pL of the prepared samples were spotted in a MALDI-ToF MTP 384 target plate (Bruker
Daltonik GmbH, Leipzig, Germany) following the dried-droplet preparation method. Molecular
mass analyses were carried out with an Ultraflex MALDI-ToF/ToF mass spectrometer (Bruker,
Bremen, Germany) equipped with a smartbeam laser. The masses were measured in reflector
positive mode in m/z range between 800 — 2000 Da. Analyses were conducted with an
accelerating voltage of 25 kV and a deflection mode of matrix suppression at m/z 750 Da. The
laser power was adjusted to around 30% to above the threshold of ionization.

2.8  Effect of pH, temperature and salinity on biosurfactant stability

Biosurfactant stability was studied by testing the liquid surface tension reducing activity and
the emulsifying activity of the biosurfactant crude extract solution (0.1 % wi/v). To test their
thermal stability, the biosurfactant solution was set at constant temperatures ranging from 4 to
100°C for 24 h, and then cooled at room temperature. The pH effect was tested by adjusting the
pH of the crude biosurfactant solution into a range of 2 — 12 using HCL or NaOH solutions and
different buffers: 50 mmol.L™; citrate buffer (pH 3.0 — 6.0), 50 mmol.L™* phosphate buffer (pH
6.0 — 8.0), and 50 mmol L™* glycine-NaOH buffer (pH 9.0 - 12.0). The effect of salinity on the
biosurfactants stability was investigated by adjusting specific concentrations of NaCl (2 — 10%,
wi/v) of crude biosurfactant solution. The surface tension and E24 values for each treatment
were performed as described above.

2.9  Diesel biodegradation assays

Plastic buckets (7 cm diameter, 15 cm height) were prepared as bioreactor systems for diesel
biodegrading assays for each biosurfactant producing strains. Each bioreactor contains 200 ml
of sand and is spoiled with 10% (v/v) of diesel oil sterilized by filtration through a 0.2 pum

membrane and inoculated with 20 ml of an overnight bacterial culture and then thoroughly
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mixed together to achieve complete artificial contamination. A positive control was also
performed using Rhodococcus erythropolis T902.1 as reference strain (Weekers et al., 1999) as
inoculum and a bioreactor fed with free bacteria culture medium was used as negative control.
Bioreactors were continuously flushed by 0.3 bar air and drawn towards a perforate pipe atop
the systems. Buckets were daily percolated with M9 minimal medium lacked of carbon sources
and having as basis the following composition: Na,HPO4 6 g.L%, KH,PO4 3 g.L%, NaCl 0.5
0.L%, NH4ClI 1 g.Ltand MgS040.24 g.L™L. All bioreactors were incubated at 30°C for 28 days.
Bioreactor contents were aerated by sand turnover every 48 hours. Diesel degradation was
followed every week by collecting 1 g of contaminated s and mixing it with 2 ml of toluene
solvent to measure its optical density by spectrophotometer at 420 nm according to Rahman et
al. (2002). Removal percentage of total petroleum hydrocarbon (%TPH) was determined as
follows:

0ODi — ODx

WTPH = ( 0Di

)*100

These experiments were carried out in triplicate.

3 Results and discussion
3.1 Isolation and screening of biosurfactant producing Pseudomonas

Totally eleven Pseudomonas strains were isolated on cetrimide-agar plates from samples of oil
contaminated soil collected in an auto-mechanical workshop. Morphological observation of
these strains showed gram negative bacilli, motile bacteria. Strains were screened for
biosurfactant activity by performing drop collapsing tests, surface tension measurements and
oil displacement tests on their cell-free supernatant, and emulsion index tests on their
biosurfactant crude extract (1 % wi/v) as these methods are commonly used to detect

biosurfactant production by microorganisms (Youssef et al., 2004). Drop collapse test was first
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used as a simple and rapid method. Five isolates designated by E33b, E38b, E39, E311 and
E313 were positive (table 1) which indicates their potential to produce biosurfactants. Drop
collapse assay results did not always correlate with the liquid surface tension reducing activity
(Mohammed et al., 2015). So, supernatants of all isolated strains were assessed for their
capacity to reduce surface tension (table 1). The 5 drop-collapse-positive isolates (E33b, E38b,
E39, E311 and E313) showed the culture supernatants having the highest liquid surface tension
reducing activity in culture supernatants, the surface tension of water was lowered to less than
35 mN.m™ which is a criterion of good surfactant (Mulligan, 2005). The values we obtained
were comparable to those reported for biosurfactant producing Pseudomonads, the lowest liquid
surface tensions are usually observed between 24 and 31 mN.m? (Fechtner et al., 2011;
Mohammed et al., 2015; Zhao et al., 2015). The surface tension of the 5 strains free cell
supernatants remains stable up to the 1/4™ dilution (Fig. 1). This indicated that the
concentrations of biosurfactants in all the supernatants were above their Fcmc value (Fig. 1).
Afterwards, oil displacement and emulsification tests were carried out with the five most
surface-active strains. Isolates E39, E311 and E313 performed best in all assays. Their
supernatant caused a higher oil displacement. The emulsion index with n-hexadecane were the
highest with these strains, 79+2% for E39 and E313, and 78+2% for E311. These values are
higher than the emulsion index (6943) found for Pseudomonas spp. 2B, a rhamnolipid
producing bacterium (Aparna et al., 2012), for Pseudomonas nitroreducens TSB.MJ10 (~58%)
(de Sousa and Bhosle, 2012) and for the carbazole degrading Pseudomonas spp. strain GBS.5
(53%) (Singh et al., 2013). It was also higher than a commercial surfactant such as SDS (65%)
(de Sousa and Bhosle, 2012) and biosurfactants such as surfactins produced by Bacillus subtilis
E8 (68%) (Gong et al., 2009). The emulsions resulting from E39, E311 and E313 biosurfactant

addition were stable for more than one month; this emulsion stability suggests the application
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of these molecules as good emulsifier agents in industrial domains. For further characterisation,
we selected the isolates E39, E311 and E313 that displayed the best emulsion index.

3.2 ldentification of biosurfactant producing strains

Biosurfactant producing bacteria were identified using biochemical characterisation tests and
molecular identification based on whole 16S rRNA gene sequence BLAST analysis. All the
three selected strains showed positive reactions to oxidase and arginine dihydrolase. According
to the API 20 NE system, E39 was identified as Pseudomonas spp., E311 and E313 as P. putida.
The phylogenetic relationships of E39, E311 and E313 strains with closely related type strains
of the genus Pseudomonas (16S rRNA gene similarity value above 97.9%) are shown on the
16S rRNA gene tree (Fig. 2). The 16S rRNA sequence of these three strains were located in a
separate branch in the P. putida group as defined by Gomila et al. (2015). The most closely
related strains were P. donghuensis HYST (98.7 % identity) and P. alklyphenolica KL28T
(98.6% identity) which were recently proposed as representatives of novel species of the P.
putida group (Gao et al., 2015; Mulet et al., 2015). They are included in a cluster with P.
vranovensis 2B2T (98.1 % identity) and P. asplenii ATCC 23835T (98.1 % identity). This
suggest that the E39, E311 and E313 strains isolated from an oil-contaminated soil belong to

the Pseudomonas putida group which is frequently represented in soils and in water.

3.3  Biosurfactant characterisation

To gain further perspicacity about the nature of the produced biosurfactant, TLC analysis was
performed. For the crude extracts of isolates E39, E311 and E313, TLC revealed red spots
showing a positive reaction when ninhydrin was used as visualization agent, which implies the
presence of amino acid groups. No reaction occurred with anthrone reagent, which discards the
hypothesis that the selected isolates produced glycolipids. They were then examined for their

ability to produce lipopeptide biosurfactants by using MALDI-ToF mass spectrometry which
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is an efficient device for their detection (Vater et al., 2002). Analyses were performed on whole
cells grown on TSA solid medium (Fig. 3), on the supernatant of culture in TSB liquid medium
and on crude extract (data not shown). In both solid and liquid media, mass spectra revealed
series of prominent peaks ranging between 1090.7 and 1142.7. E39, E311 and E313 produced
molecules with m/z corresponding to syringafactin A (m/z 1104.7 [M+Na]*, 1120.7 [M+K]",
1126.7 [(M-H)+2Na]*, 1142,7 [(M-H)+Na+K]+). Syringafactins are octalipopeptides linked to
C10 or C12 fatty acid produced by Pseudomonas syringae DC3000, they were detected in the
mass range from m/z 1104.7 to 1146.7 for sodium adducts and from m/z 1120.7 to 1162.7 for
potassium adducts (Berti et al., 2007). Mass peaks at m/z (1090.7 [M+Na]*, 1106.7 [M+K]",
1112.7 [(M-H)+2Na]*, 1128,7 [(M-H)+Na+K]") are separated by 14 Da form mass peaks at
m/z (1104.7 [M+Na]*, 1120.7 [M+K]*, 1126.7 [(M-H)+2Na]*, 1142,7 [(M-H)+Na+K]*)
respectively, which could be explained by the presence of another amino acid residue in the
peptide moiety of syringafactin A or a C9 fatty acid chain respectively. Recently, Pauwelyn et
al. (2013), identified lipopeptides produced by Pseudomonas cichorii SF1-54 as new members
of the syringafactin family. The exact m/z of [M+Na]* of these lipopeptides, named
cichofactins, is 1131.7 and 1159.7. Syringafactin family was shown to have biosurfactant
properties and involve in the swarming properties of the producing strain (Berti et al., 2007,
Pauwelyn et al., 2013). However this lipopeptide was poorly studied for its bioemulsifying
properties and its role in the bioremediation.

3.4  Effect of pH, temperature and salinity on biosurfactant stability

The stability of biosurfactants in different environment conditions such as pH, temperature and
salinity is an important factor to study, since it affects directly their applicability. The
biosurfactants produced by Pseudomonas spp. E39, E311 and E313 were shown to be
thermostable as they retained their activity after a 24 h treatment at a temperature range of 4 —

80°C (Fig. 4a, 4b). At 105 °C, the tension surface reducing activity decreased. The thermal
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resistance of lipopeptidic biosurfactants produced by Serratia marcescens NSK-1 (Anyanwu et
al., 2011), Bacillus subtilis (DM-03 and DM-04) (Mukherjee, 2007) and P. nitroreducens
TSB.MJ10 (de Sousa and Bhosle, 2012) has been reported up to 80° or 100°C. The pH stability
assays showed that the surface tension reducing and emulsifying activity of the tested
biosurfactants remained stable over a pH range of 6 — 12 (Fig. 4c, 4d) but was affected by acidic
conditions below pH 4. The alkaline pH stability of lipopeptidic biosurfactants has been showed
by Anyanwu et al.,(2011); de Sousa and Bhosle (2012) and Mukherjee (2007). A decrease of
emulsifying activity at acid pH was also observed by de Sousa and Bhosle (2012) and by
Khopade et al.,(2012) for an undetermined bioemulsifier. It should also be noticed that the
biosurfactant solution became turbid under pH 4 as observed by Khopade et al. (2012). The
precipitation of biosurfactant could explain the partial loss of the activity. The addition of NaCl
up to 10% only slightly decreased the activity of biosurfactants (Fig. 4e, 4f). The tolerance of
lipopeptidic biosurfactants has been reported by Anyanwu et al. (2011) up to 20% NaCl and by
de Sousa and Bhosle., (2012) up to 25% NaCl. The stability of the crude biosurfactants in a
wide range of temperature, pH and salinity conditions confirmed their potential to be used in

many fields and in particular in bioremediation application.

3.5  Diesel biodegradation

In this experiment, we were interested in finding out if the biosurfactant producing isolates
might be able to degrade diesel oil since growth on crude oil is often associated with the
production of surfactants. Sand bioreactors were contaminated by diesel oil and inoculated with
isolates E39, E311, E313 and Rhodococcus erythropolis T902.1 as positive control.
Biodegradation was monitored by measuring removal percentage of total petroleum
hydrocarbon (% TPH). In this experiment, strains used diesel as sole carbon source. At 28 days

of operation with diesel oil as the sole source of carbon, a removal of around 70 % was achieved
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in bioreactors inoculated with E311 and R. erythropolis T902.1. However, R. erythropolis
T902.1 reached this level of biodegradation sooner (14 days). The removal percentage was
lower with E39 and E313 (around 55%) probably due to a lower removal rate (Fig. 5).
According to mass analyses, strain E311 was the less lipopeptide productive strain whereas its
potential for degradation of hydrocarbons was the most effective. There are several hypotheses
to be mentioned: (i) the strain has a more efficient degradation enzymatic potential, (ii) the
production of biosurfactants is different in the presence of hydrocarbons, (iii) a low production
of biosurfactant is sufficient to be effective, (iv) too high production of surfactants could have
an inhibitory effect on growth (high hydrocarbons solubility could be toxic for the cell).
Furthermore, these results are comparable with those obtained in other studies (Das and
Mukherjee, 2007; Mnif et al., 2017) which suggest that these Pseudomonas spp. strains could
be useful in bioremediation application. The biosurfactants that they produce could enhance oil

biodegradation in soils (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

4 Conclusion

The present study examined the biosurfactant properties of Pseudomonas strains isolated from
oil contaminated soils. Three Pseudomonas spp. isolates E39, E311 and E313, closely related
to members of the Pseudomonas putida group, were selected as efficient producers of
biosurfactants as they have important surface tension reducing and emulsifying activities. The
produced biosurfactants were identified as lipopeptides belonging to syringafactin family with
the detection of a new variant to these molecules. The applicability of these biosurfactants was
exanimated by evaluating their residual activities over extreme pH, temperature and salinity
conditions which showed a high stability of these molecules in extreme environmental
conditions. The capacity of syringafactin producing strains to degrade diesel in a contaminated

sand was exanimated and showed a good potential of diesel removal in artificially contaminated
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soils with considerable rates. These results suggest the potential of syringafactin for application

in bioremediation processes.
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