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RESUME

Bacillus subtilis produit grice a un mécanisme non-ribosomique trois types de
lipopeptides, possédant de nombreuses activités biologiques : les iturines, les surfactines et les
fengycines ou plipastatines. La synthése de ces molécules est le plus souvent soumise a une
régulation complexe. Par ailleurs, leurs propriétés tensioactives rendent la production de ces
lipopeptides en bioréacteur aéré difficile a cause d’une formation massive de mousse,
empéchant leur production a grande échelle.

Les travaux effectués reposent sur deux approches pour I’optimisation de la
production des lipopeptides de B. subtilis. D’un co6té, la mise au point d’un procédé innovant,
basé sur la technologie du bioréacteur a contacteur a membrane air/liquide (bioréacteur sans
bulles), pour la production de lipopeptides sans la formation de mousse. Les performances de
ce bioréacteur a membrane, ont permis par la suite 1’élaboration d’un procédé intégré multi
membranaire pour la production, I’extraction et la purification en continu des lipopeptides de
B. subtilis. D’un autre c6té, une optimisation génétique de la production de surfactine a été
entreprise pour se libérer de la régulation complexe de la synthése de ce lipopeptide et obtenir
une souche, dérivée de B. subtilis 168, uniquement productrice de surfactine, BBG131. Les
différents mutants obtenus dans le cadre de cette optimisation génétique ont également permis
de démontrer le caractére soit synergique soit antagoniste de la co-production de la surfactine
et de la plipastatine sur les propriétés biologiques de B. subtilis. Par ailleurs, 1’exploitation du
mutant BBG131 dans le procédé intégré mis au point précedemment a permis la production,
I’extraction et la purification de plusieurs dizaines de grammes de surfactine, laissant
entrevoir la faisabilité de ce procédé intégré a 1’échelle industrielle.

ABSTRACT

Bacillus subtilis produces up to three families of lipopeptides through a non-ribosomal
mechanism, i.e., iturins, surfactins and fengycins or plipastatins. These molecules show a
broad range of biological properties.Their biosynthesis is most often subject to complex
regulation. In addition, the surface properties of these molecules make the production of the
lipopeptide in an aerated bioreactor difficult because of the foaming, rendering difficult their
large-scale production.

This work was based on two approaches to optimize the production of the lipopeptide.
On the one hand, an innovative process based on the technology of membrane bioreactor was
developed for the production of lipopeptide to circumvant the massive foaming problem. For
the first time, different bubbleless bioreactors were used for lipopeptide production by B.
subtilis using hollow fiber membranes as air-liquid contactor. The performance of this
bubbleless bioreactor enabled us to conduct a study of the lipopeptide production in a
bubbleless bioreactor coupled with a continuous lipopeptide membrane extraction. On the
other hand, a genetic optimization of the production of surfactin was undertaken to release its
synthesis from a complex regulation and to obtain a single surfactin producer strain derived
from B. subtilis 168, named BBG131. The different mutant strains obtained in this genetic
optimisation process allow us to demonstrate some synergistic or antagonistic effect of
surfactin and fengycin co-production on biological properties of Bacillus subtilis.
Furthermore, the use of BBG131 in the integrated process previously developed led to the
production, extraction and purification of several tens of grams of surfactin, pointing out the
feasibility of this integrated process at the industrial scale.
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AVANT PROPOS

AVANT PROPOS

Les efforts en mati¢re de protection de I’environnement n’ont cessé de s’intensifier
depuis la fin du vingtiéme siécle, recherchant de plus en plus de produits d’origine biologique
en remplacement des produits issus de la synthése chimique et plus particuliérement ceux
issus du pétrole. C’est notamment le cas pour les surfactants, produits tensioactifs, qui sont
trés utilisés dans un grand nombre d’applications industrielles. Ces molécules sont souvent
issues de I’industrie chimique et fabriquées a partir de dérivés du pétrole mais, depuis
quelques décennies, les efforts se sont portés sur des molécules d’origine biologique.

Il existe de nombreux tensioactifs d’origine biologique et particuliecrement d’origine
microbienne. L’un des plus puissants tensioactifs d’entre eux est la surfactine ; elle est
produite avec d’autres molécules lipopeptidiques tensioactives par Bacillus sp. Par ailleurs ces
lipopeptides, en plus d’étre tensioactifs, posseédent de nombreuses activités biologiques
d’intérét. Cependant leur production a grande échelle est rendue difficile a cause de la

régulation complexe de leur mécanisme de synthése et de leurs fortes propriétés tensioactives.

Ces deux derniéres contraintes ont été a la base de ce travail consacré a 1’optimisation
de la production sélective de fengycine et de surfactine en bioréacteur par Bacillus subtilis.
Pour ce faire, les possibilités qu’offrent le génie génétique mais aussi le génie des procédés
ont été exploitées, afin d’augmenter et/ou de faciliter la production, I’extraction et la
purification de ces molécules. Un nouveau procédé¢ de production innovant reposant sur les
techniques du bioréacteur 8 membrane a été développé. Ce procédé permet de produire sans
mousse les lipopeptides de B. subtilis afin de pouvoir les extraire en continu par des procédés
membranaires intégrés. Par ailleurs, une optimisation génétique de la souche de B. subtilis

168, a permis d’obtenir une souche ne produisant constitutivement que la surfactine.

Le chapitre introductif a pour objectif dans un premier temps de décrire I’étendue
actuelle des connaissances sur les mécanismes de synthése des lipopeptides de B. subtilis et
leurs mécanismes de régulation. Ensuite les procédés connus pour la production des
lipopeptides de B. subtilis, et notamment les contraintes rencontrées lors de la production de
surfactine en bioréacteur microbien seront détaillés. Deés lors des solutions innovantes
potentielles seront proposées. Il ne s’agira pas d’étre exhaustif mais d’essayer d’apporter une
solution efficace afin de pouvoir produire, extraire et purifier en continu les lipopeptides de B.

subtilis.
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CHAPITRE I : INTRODUCTION

1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. GENERALITES SUR BACILLUS SUBTILIS.

Bacillus subtilis appartient a la famille des Bacillaceae. Comme son embranchement
l'indique (Firmicutes), c'est une bactérie a gram’, elle est considérée en microbiologie comme
un organisme modele. De morphologie bacilliforme, les cellules sont rectilignes avec des
extrémités carrées ou arrondies. Leur longueur varie de 2 a 10 um et leur largeur de 0,5 a 2
um (Fig. 1, page 17). B. subtilis est catalase positive, aérobie ou aéro-anaérobie, c’est une
bactérie que 1'on trouve habituellement dans le sol, mais c'est surtout une espéce ubiquitaire.
On la retrouve aussi dans I’eau de mer, I’eau douce ou dans les aliments. En général, une
ciliature pétriche lui permet d’étre mobile (systéme de flagelles qui recouvre tous les cotés de
la bactérie). Sa température optimale de croissance est proche de 37°C (espece mésophile) et
elle est chimiohétérotrophe. Dans un environnement défavorable, chaque cellule végétative
est capable de former une spore qui lui permet de survivre dans des conditions extrémes. B.
subtilis n'est pas considérée comme pathogéne pour 'Homme, mais elle peut contaminer les
aliments et exceptionnellement provoquer une intoxication alimentaire. En revanche d’autres
especes de Bacillus sont treés pathogenes, c’est le cas de certaines souches de Bacillus cereus

et Bacillus anthracis.

La compétence naturelle de B. subtilis, qui peut étre plus ou moins exprimée en
fonction des souches, en fait un des outils génétiques les plus aisément manipulables avec
Escherichia coli et les levures. Son étude approfondie comme modéle des bactéries gram” a
permis d’établir les bases de la régulation cellulaire et des grandes voies du métabolisme

général.

Un grand tournant fondamental a été réalisé avec le s€quengage total de son génome,
achevé en 1997 (Kunst et al, 1997) et révisé¢ récemment (Zeigler et al., 2008). Celui-ci a
permis de mettre en place de nouvelles approches expérimentales dites globales comme par
exemple la transcriptomique et 1’analyse des 4200 genes contenus de son génome. Ce fut
aussi la clef de voite de nombreuses stratégies de biologie moléculaire visant a modifier les

propriétés génétiques et physiologiques des souches de B. subtilis.
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1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Fig. 1 Photographie au microscope optique de cellules végétatives (rouge) et de spores (vert) de B. subtilis.
Les spores sont colorées au vert de malachite

(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bacillus_subtilis_Spore.jpg).

Sa capacité a croitre rapidement, a atteindre de hautes densités cellulaires et a excréter
un grand nombre de molécules en a fait un outil suscitant 1’intérét des industries agro-
alimentaires et sanitaires pour ses enzymes et des industries pharmaceutiques et cosmétiques
pour ses molécules a large spectre d’activité biologique, comme certains antibiotiques. Elle
est aussi capable de produire des molécules peptidiques par un mécanisme défiant le dogme

de la synthése ribosomique, a savoir une synthése de peptide non ribosomique.

1.2. LA SYNTHESE NON RIBOSOMIQUE

Selon un dogme bien ancré de la biologie cellulaire, la synthése des protéines
s'effectue via la transcription des génes en ARN ensuite traduits en protéines. Pourtant,
certains microorganismes comme les champignons et les bactéries font parfois appel a une
seconde voie, par exemple pour synthétiser des antibiotiques peptidiques. A la fin des années
cinquante (soit trente ans apres la découverte de la pénicilline), personne ne pouvait imaginer
que le mécanisme mis en ceuvre s'affranchisse des régles de la synthése ribosomique formulée
des décennies précédentes notamment par le biologiste américain Joshua Lederberg, prix

Nobel de médecine en 1958.

C'est au cours des années soixante que se dessine cette seconde possibilité, a partir de
recherches menées sur la gramicidine S. Elles montrent qu'une fois traités avec une enzyme
détruisant ' ARN, ou en présence d'une substance abolissant toute synthése ribosomique, les
extraits cellulaires de la bactérie produisant la gramicidine S sont toujours capables de

synthétiser cette derniére (Tomino et al., 1967).
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Ces découvertes incitent le biochimiste Fritz Lipmann et ses collégues (Gevers et al.,
1968), spécialistes de la synthése ribosomique, a s'intéresser au phénomeéne. Ils isolent alors
deux des enzymes suspectées d'intervenir dans la formation de l'antibiotique et, poursuivant
leurs investigations, montrent que ce sont bien elles qui orchestrent la fabrication du peptide.
Ce type d'enzyme répond aujourd’hui au nom de peptide synthétase non ribosomique ou
NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase, selon l'appellation anglo-saxonne). Le mode de
syntheése de ces peptides est aujourd’hui bien connu, notamment grace a I'amélioration des

outils de biologie moléculaire.

Presque vingt années se sont écoulées entre 1'identification des premiéres NRPS par
Lipmann et le premier séquengage du géne codant 1'une de ces enzymes : c'est en 1988 que
I’équipe de Mohammed Marahiel a publi¢ la séquence d’un geéne codant pour une NRPS, en
l'occurrence la tyrocidine synthétase (Gevers et al., 1968; Weckermann et al., 1988). Au cours
des années quatre-vingt-dix, les techniques de séquencage d'ADN devenues plus

performantes, ont permis la découverte de nombreux autres génes codant des NRPS.

1.2.1. Le mécanisme de synthese

Cette biosynthese peptidique est réalisée a I’aide de complexes multienzymatiques
appelés synthétases ou NRPS. Ces enzymes sont remarquables de par leur masse moléculaire
puisqu’elles peuvent atteindre 5.10° Da, soit le double de celle d’un ribosome. Cette synthése
fait souvent appel a plusieurs NRPS codées par des génes organisés en opéron ou en clusters.
Ces genes et les protéines qui en découlent ont eux-mémes une organisation en modules. Un
module est une section de la chaine polypeptidique de la NRPS responsable de I’incorporation

d’un acide aminé dans le peptide final (Keating et Walsh, 1999; Schwarzer et al., 2003).

1.2.2. L’organisation des synthétases

Pour étre fonctionnelle, une synthétase doit posséder au moins 4 domaines, qui sont
des unités enzymatiques qui catalysent une étape individuelle de la synthése non-ribosomique

du peptide. Ces domaines sont :
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> Domaine d’adénylation (domaine A)

Ce domaine permet la reconnaissance plus ou moins sélective d’un acide aminé et son
activation grace a un ATP qui transforme 1’acide aminé en amino acyl-AMP en présence de
Mg2+ (von Dohren et al., 1997; Smith, 2002).

L’énergie nécessaire a la réaction est fournie grace a la libération d’un pyrophosphate de

I’ATP selon la réaction ci-dessous :

i S, o 2 0]
| 2¢
HaN.__AA Mg HyN__ A
Y0 +AP = TN N amp
R L R
> Domaine de thiolation (domaine T ou PCP pour Peptidyl Carrier Protein)

Le domaine de thiolation permet de lier de maniére covalente I’acide aminé activé a la
synthétase grace a une réaction de thiolation entre cet acide aminé et le groupement
phosphopantéthéine fixé au domaine T. Il est indispensable, pour que ’acide aminé puisse se
fixer, que la phosphopantéthéine soit présente sur le domaine T. C’est le groupement thiol du
groupement phosphopantéthéinyl qui permet a 1’acide aminé de se lier de maniére covalente

au domaine PCP, selon la réaction ci-dessous :

O 4
H ;\ . -lipl\ ,n\'
: “0-AmMp  $H [ 3
R I = Kk 3
{ -AMP {
PCP PCP
> Domaine de condensation (domaine C)

La formation de la liaison peptidique entre 2 acides aminés est possible grace a
I’activité enzymatique du domaine de condensation (Schwarzer et al., 2003). Ce domaine
permet a I’acide aminé, 1ié sur le domaine T d’un module N, d’étre transféré de celui-ci sur un
nouvel acide aminé activé se trouvant sur le domaine T du module N+1 adjacent.

La réaction est du type addition électrophile, elle se déroule entre le groupement amine
de I’acide aminé¢ du module 2 (électrophile) avec le groupement carboxylique du module 1

(nucléophile) selon la réaction suivante (Keating et Walsh, 1999; Schwarzer et al., 2003):

o) o) Ry o)
H
s S__y sH M s

O R

pPCP PCP
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> Domaine de terminaison (domaine Te)

Celui-ci est 1'ultime domaine du dernier module nécessaire a la biosynthése non-
ribosomique d’un peptide. 1l effectue le clivage entre ce dernier et le module terminal.
Ce clivage peut se faire par hydrolyse s’il s’agit de la synthése d’un peptide linéaire. Mais trés
souvent, il s’agit d’un processus de cyclisation (Samel et al., 2006). Le domaine Te possede
un résidu sérine particulier qui, grace a une attaque nucléophile, accepte le transfert de la
chaine peptidique produite et liée au dernier domaine T. Ce transfert convertit la liaison
thioester (liant le domaine T au peptide) en une liaison oxoester (liant le domaine TE au
peptide) qui permettra le décrochage du peptide (Keating et Walsh, 1999), comme décrit dans
la figure ci-dessous (Fig. 2, page 20):

SH
L

Ha

L ﬁ f 0T
Ht ~ TOH

Fig. 2 Schéma récapitulatif de [’action du domaine de terminaison (Keating et Walsh, 1999)

Dans le schéma récapitulatif ci-dessous (Fig. 3, page 20), le module 1, composé
seulement des domaines A et T, est dit module d’initiation. Le module 2, qui posseéde en plus
le domaine de condensation, est appelé module d’élongation. Il existe également un module 3
dit de terminaison qui est compos¢é de 4 domaines : C, A, T et Te (pour ThioEstérase) placé a

la suite du domaine T (Keating et Walsh, 1999).

Module 1 Module 2 Module 3
] |
“ m

Fig. 3 Schéma récapitulatif de ’organisation des domaines au sein des différents modules
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D’autres domaines, dits secondaires, peuvent ¢galement parfois étre présents dans les
modules. Ils vont permettre de modifier la structure des acides aminés incorporés dans le
peptide et donc leurs propriétés. Ne seront expliqués ici que deux des domaines de
modification les plus courants, a savoir le domaine d’épimérisation et le domaine de

méthylation.

> Le domaine d’épimérisation (domaine E)
Ce domaine permet, de changer la configuration L d’un acide aminé (les acides aminés

naturels) en une configuration D, comme décrit ci-dessous.

O O
+ +
R HaN \‘)1\
H S S
= —= 2
PCP PCP
> Le domaine de méthylation

La méthylation de I’atome d’azote (N-méthylation) d’un acide aminé permet, entre
autres choses, de protéger le peptide néo-synthétisé et ainsi de prévenir une rupture
prématurée de celui-ci (Schwarzer et al., 2003).

Il est activé grace au cofacteur S-adénosylméthionine (Samel ef al., 2006) qui permet de
transférer le groupe méthyl au niveau de 1’acide aminé activé (Steller et al., 2004) selon la
réaction décrite ci-dessous (Schwarzer et al., 2003). La N-méthylation a souvent lieu dans les
peptides provenant des moisissures. Par exemple, la cyclosporine A contient 7 acides aminés

méthylés sur les 11 qui la composent.

0 O

HaN N
) W)ks sam  HiC HKS

R i —> R

Z

PCP PCP
1.2.3. Roéle de la phosphopantéthéine transférase

Pour pouvoir effectuer la biosynthése, un module doit se trouver sous sa forme
« holoforme » c’est-a-dire la configuration sous laquelle les modules sont actifs (Keating et
Walsh, 1999). Lorsque le module est sous forme inactive, les synthétases sont sous forme

« apoforme ».
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Les domaines T contiennent chacun un résidu sérine particulier. Une
phosphopantéthéine transférase assure le transfert du groupement phosphopantéthéinique du
coenzyme A sur le groupement hydroxyle du résidu sérine, ce qui permettra a la synthétase de
devenir active en passant de la forme apo a la holo (Mootz et al., 2001)(Fig. 4, page 22). Les
domaines T présentent ainsi une extrémité -SH qui permettra la réaction de thiolation lors de
I’¢longation du peptide (Quadri et al., 1998). C’est pourquoi la synthése non ribosomique est

aussi appelée « mécanisme de thiotemplate ».

Le groupement 4’-phosphopantéthéinique a 2 fonctions : premic¢rement, il permet une
liaison covalente, donc relativement forte entre la synthétase et 1’acide aminé, grace a son
groupement réactif thiol pour les étapes intermédiaires, et deuxiémement, la longueur et la
flexibilit¢ de cette molécule assistent le transfert des intermédiaires entre les différents

modules du complexe (Marahiel et al., 1997; Quadri et al., 1998).

3
OH B X My ™
R AT [ | : 0
H® I [ X 0-BPP-0 0 "V N H ™ M A ‘w..l"'«‘,""'();'w o
0 0" O\ Y'Y 3 60 o0’ 4
. W PPT+M¢’ :
/ &Y ’ n / N ) o
Coenzyme A S
& OF |‘§—NH""$—{‘
"‘i*N*""I*lﬁ" 3',5-ADP
holo-ACP or holo-PCP
invarient serine residue
in apo-ACP or apo-PCP

Fig. 4 Illustration de la réaction réalisée par la phosphopantéthéine transférase permettant le passage
d’apoforme en holoforme (Copp et Neilan, 2006).

La phosphopantéthéine transférase (PTT), qui appartient a une superfamille d’enzymes
essentielles pour la synthése d’un grand nombre de composés, est codée chez B. subtilis par le
gene sfp. Elle est composée d’environ 240 acides aminés (Mootz ef al., 2001; Copp et Neilan,
2006). Le geéne sfp, situé 4 kb en amont de 1’opéron srf4, a été identifié comme étant

indispensable a la production de fengycine et de surfactine (von Dohren et al., 1997).
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Certaines souches Sfp" possédent les opérons fen ou pps et srfd codant,
respectivement, pour la fengycine et la surfactine synthétases, mais ne produisent aucun de
ces 2 lipopeptides alors que leur séquence génomique est intacte. C’est le cas, par exemple,
pour B. subtilis 168, qui est la souche de référence dont le génome a été complétement
séquencé (Kunst et al, 1997; Tsuge et al, 1999). En réalité¢, B. subtilis 168 possede
naturellement le géne sfp mais la séquence de ce dernier a subi une délétion, conduisant a la

synthese d’une protéine non fonctionnelle (Zeigler et al., 2008).

1.2.4. La diversité des molécules issues de la synthése non ribosomique

Il existe trois grands types de synthése de peptide non ribosomique (Mootz et al.,
2002). Le type majoritaire est la biosynthese linéaire ou il y a colinéarité entre la synthétase et
le peptide produit. Dans celle-ci I’enchainement des modules au sein de la synthétase
correspond a celui des monomeéres incorporés dans le peptide. Le second type est la
biosynthese itérative ou certains modules de la synthétase sont utilisés plus d’une fois lors de
la synthése d’'un méme peptide. Le dernier type est la synthése non linéaire ou I’agencement
des modules de la synthétase est différent de celui des monomeres du peptide. Il faut aussi
mentionner que, dans certains cas, des monomeres qui ne sont pas issus de la synthése NRPS
peuvent étre incorporés au sein du peptide. C’est le cas par exemple de monomeres
synthétisés par des domaines « polycétide synthase » ou PKS. Les polycétides sont dérivés de
la polymérisation de sous-unités propionyles et acétyles dans un procédé similaire a la
synthése d’acides gras. La mycosubtiline synthétase présente cette originalité de rassembler

les synthéses PKS et NRPS sur un méme gene (Duitman et al., 1999).

Ces différents types de biosynthése non ribosomique combinés a des sources de
monomeres tres diverses permettent a la cellule de s'affranchir des contraintes de sélection des
acides aminés inhérentes a la synthése ribosomique, et de produire des peptides aux
particularités structurales sans égal. Les principales sources de monomeres sont les 20 acides
L-aminés protéogéniques mais il existe aussi des centaines d’autres composés aux structures
remarquables tels que des acides gras, des résidus N- ou C-méthylés, des résidus N-formylés,
des ¢léments hétérocycliques, des acides aminés glycosylés, des acides D-aminés ou des

résidus phosphorylés (Sieber et Marahiel, 2005).
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Par ailleurs, comme leur nom I’indique, les lipopeptides, et notamment ceux de B.
subtilis, possédent aussi une chaine d’acide gras qui selon la molécule peut varier de longueur
ou d’isomérie. La prédominance des acides gras constitutifs branchés C-15 et C-17 fut
montrée chez B. subtilis dés les années 60. Des études ont permis la découverte de trois autres
acides gras branchés: iC-14, iC-16, et aiC-17 (Kaneda, 1967). De méme que des analyses ont
montré que les acides gras saturés iso et anteiso représentent 60 a 90% des acides gras totaux
de B. subtilis (Bishop et al., 1967). Les facteurs environnementaux peuvent affecter le profil
des acides gras synthétisés chez B. subtilis et la proportion relative des différentes séries
d’acides gras peut varier suivant l'espece (Kaneda, 1967; Kaneda et Smith, 1980). L'ajout d'un
certain nombre de substrats peut modifier les proportions d'acides gras dans la cellule
(Kaneda, 1968). Ces différences dans les chaines d’acides gras peuvent conférer des activités
différentes aux molécules. Il a par exemple ét¢ montré récemment que la mycosubtiline aiC17
avait le pouvoir antifongique le plus fort par rapport a d’autres monomeres de cette molécule

(Fickers et al., 2009).

Cette diversité dans la synthése permet I’obtention d’un large panel de structures
particulieres. Or, ce sont ces particularités structurales qui, le plus souvent, conférent leur
singuliére activit¢ biologique aux antibiotiques et aux autres peptides produits par les
« peptide synthetases ». C’est le cas de la pénicilline, la céphalosporine (Byford et al., 1997),
la tyrocidine A (Marques et al., 2007), la gramicidine S (Simakova et al., 1985) et de la
vancomycine (Caillon et al., 1989) qui possedent des activités antibiotiques antibactériennes.
D’autres peuvent étre immunosuppresseurs comme la cyclosporine A (Ryffel et al., 1994) ou
cytostatiques comme la bléomycine A2 (Muller et al., 1983) et I’épothilone (Tang et al.,
2000). 11 existe aussi de nombreux sidérophores (molécules permettant de chélater le fer) tels
que la bacillibactine (May et al, 2001), la yersiniabactine (Gehring et al, 1998), la
vibriobactine (Keating ef al., 2000) et les pyoverdines (Mossialos et al., 2002). Enfin des
propriétés tensioactives, antibactériennes et antifongiques peuvent &tre retrouvées chez les
lipopeptides produits par B. subtilis. L’ensemble des peptides d’origine non ribosomique a été
récemment  rassemblé dans une banque de données appelée NORINE

(http://bioinfo.lifl.fr/norine; Caboche et al., 2008).
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1.3. LE METABOLISME DU GLUCOSE ET DU GLUTAMATE CHEZ B. SUBTILIS

Le glucose est une molécule énergétique importante et trés largement utilisée chez
tous les étres vivants. Une fois assimilé par 1’organisme, il est la principale source d’énergie
et il contribue a la formation de nombreux métabolites primaires et secondaires. Les
microorganismes utilisent plusieurs voies métaboliques pour dégrader le glucose et d’autres
sucres. La glycolyse, le cycle de Krebs et la voie des pentoses phosphate sont les trois voies
qui constituent le métabolisme central du carbone (Fig. 5, page 27). Dans le monde
microbien, 1’ossature du métabolisme central du carbone a fait I’objet de nombreuses études
et est connue depuis les années 60. Depuis, ces voies métaboliques ont été treés étudiées et
notamment chez B. subtilis (Sonenshein et al., 2002; Doan, 2003; Doan et Aymerich, 2003;
Fuhrer et al., 2004; Tannler et al., 2008). Dans ce chapitre, 1’accent sera mis sur les devenirs
possibles du glucose et de 1’acide glutamique et sur les métabolites qui en dérivent. Ces deux
derniers sont, comme nous le verrons par la suite, les deux principales sources énergétiques

utilisées pour la culture de B. subtilis.

La premicre étape du métabolisme du glucose est la glycolyse ; le glucose rentre dans
la cellule grace au systeme phosphotransférase ou PTS, puis il est décomposé a I’issue de 9

réactions en pyruvate, selon la réaction globale suivante :

1 G6P + 2 NAD" + 2 ADP,Pi (9 réactions) = 2 pyruvate + 2 NADH,H" + 2ATP

La voie des pentoses phosphate est couplée a la glycolyse. Elle se divise en deux
parties (oxydative ou non oxydative) et est utilisée pour la conversion du glucose en fructose-
6-phosphate (F6P) et en glycéraldéhyde-3-phosphate (GA3P), mais elle remplit aussi deux
autres fonctions métaboliques importantes (Fig. 5, page 27). Une partie du glucose-6-
phosphate (G6P) est engagée dans la production de nombreuses molécules dont
essentiellement le ribose-5-phosphate, a la base de la biosynthése de nucléotides, du NAD et
d’acides aminés aromatiques. En outre, la voie des pentoses phosphates est impliquée dans la
génération de pouvoir réducteur. De plus, la voie des pentoses phosphate est une voie

d’utilisation d’autres sources carbonées (gluconate, ribose, xylose, etc...).

25

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Frangois Coutte, Lille 1, 2009
CHAPITRE I : INTRODUCTION

Bien que la glycolyse soit un processus pratiquement universel, la destinée de son
produit final, le pyruvate, peut étre différente selon les organismes et les conditions
environnementales. Lorsque la production de pyruvate par la glycolyse excede les besoins
anaboliques, celui-ci est transformé en dérivés qui seront excrétés dans le milieu
extracellulaire comme indiqué dans la figure ci-aprés (Fig. 5, page 27). En 1’absence
d’oxygene, la fermentation crée une quantité d’énergie moindre ; le pyruvate est converti, ou
fermenté en lactate lors de la fermentation lactique et excrété dans le milieu de culture.

Mais un large groupe de molécules est aussi formé lors de la fermentation du glucose par B.
subtilis. En effet comme la plupart des Enterobacter, B. subtilis est capable de réaliser la
fermentation butanediolique, le pyruvate est alors transformé en acétoine qui sera ensuite
réduit en 2-3 butanediol et excrété dans le milieu. Il n’est pas rare que lors d’une méme
culture B. subtilis excréte a la fois du lactate et du 2-3 butanediol. Néanmoins, la fonction

essentielle du pyruvate est d’alimenter le cycle de Krebs.

Le cycle de Krebs, ou cycle du citrate, est une voie métabolique centrale pour la
formation de métabolites intermédiaires et primaires. Au cours des 8 étapes de ce cycle, les
deux atomes de carbone du groupement acétyl de 1’acétyl-coenzymeA seront relachés sous
forme de CO; et une molécule d’oxaloacétate sera régénérée (Fig. 5, page 27). Ce cycle
fournit des intermédiaires carbonés a I’anabolisme. Le substrat principal du cycle de Krebs,
I’acétyl-CoA peut soit entrer dans le cycle de Krebs soit étre intégré dans la voie de
biosynthése des acides gras, ou encore étre converti en acétate avec production d’ATP.
Considéré longtemps comme un microorganisme aérobie strict, la capacité de B. subtilis, a
croitre en anaérobiose n’a été découverte qu’il y a une dizaine d’années (Quadri et al., 1998).
Cette découverte a ouvert 1’étude de I’adaptation de son métabolisme, en particulier le cycle
de Krebs, a des conditions limitantes en oxygéne (Cruz et al., 2000; Marino et al., 2000). Lors
de la croissance en aérobiose en présence d’un exceés de glucose comme seule source de
carbone et d’une source d’azote (glutamate ou ammonium), la glycolyse suffit a la cellule
pour produire de I’énergie directement sous la forme d’ATP par la conversion du glucose en
pyruvate et indirectement sous la forme de pouvoir réducteur converti par phosphorylation
oxydative. De plus, la conversion de I’acétyl-CoA en acétate, alors exporté, fournit de ’ATP
supplémentaire. Si le glucose vient a manquer, le flux a travers le cycle de Krebs peut alors
augmenter via ’assimilation du glutamate comme source de carbone de rechange ou des
produits secondaires précédemment excrétés (Nakano et al., 1997) mais, en contre-partie, la

croissance sera plus lente.
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Fig. 5 Métabolisme du glucose chez B. subtilis : le devenir du pyruvate et la formation des métabolites
primaires. Les voies en pointillés représentent des voies inexistantes ou mal connues chez B. subtilis.
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L’oxaloacétate est un précurseur de ’aspartate. Il est produit au cours du cycle de
Krebs, mais est aussi généré par la pyruvate carboxylase a partir du pyruvate, étape en fait
nécessaire puisqu’une certaine quantit¢ d’oxaloacétate est requise pour démarrer le cycle.
Lorsque B. subtilis pousse uniquement sur des sources de carbone qui entrent par le cycle de
Krebs, ces substrats sont convertis en oxaloacétate dans le cycle, qui constitue alors la
principale source de carbone pour la néoglucogenese : 1’oxaloacétate sera converti en
phosphoénolpyruvate (PEP) par la phosphoénolpyruvate carboxykinase ou par la malate
décarboxylase.

Par ailleurs, comme nous le verrons par la suite, il est possible de retrouver dans le milieu de
culture de I’oxalate. La formation de cet acide est mal connue a I’heure actuelle, et n’a jamais
été décrite chez B. subtilis mais des études récentes font part de son existence et de son role
dans 1’assimilation du potassium chez B. edaphicus (Sheng et He, 2006). Deux voies sont
possibles pour la formation de 1’oxalate, tout d’abord I’hydrolyse de 1’oxaloacétate par une
oxaloacétase conduit a la formation d’un acétate et d’un oxalate. Cette voie semble la plus
probable puisque la deuxiéme possibilité est celle qui provient de la dissociation du
glyoxylate qui ne semble pas une voie métabolique privilégiée chez B. subtilis (Sonenshein et

al., 2002).

1.4. LES LIPOPEPTIDES DE B. SUBTILIS

B. subtilis produit, par voie non ribosomique, trois familles de lipopeptides, les
surfactines, les iturines et les fengycines. Les surfactines et les iturines sont des heptapeptides
cycliques reliés par une liaison ester a une chaine d’acide gras P-hydroxylée pour les
surfactines et par une liaison amide a une chaine d’acide gras f-aminée pour les iturines. Les
fengycines ou plipastatines sont des décapeptides partiellement cycliques reliés a une chaine
d’acide gras B-hydroxylée. Ces différentes familles sont composées de différents isomeres qui

sont fonction de la longueur de la chaine d’acide gras et de son isomérie (Bonmatin et al.,

2003).

Nos travaux ne portant que sur la surfactine et la fengycine, les mécanismes de

synthése et leur régulation seront détaillés, ainsi que leurs propriétés.

28

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Frangois Coutte, Lille 1, 2009
1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.4.1. La surfactine

La surfactine est connue pour ses propriétés tensioactives, comme son nom 1’indique
c’est un surfactant. C’est un heptapeptide cyclique reli¢ a une chaine d’acide gras -
hydroxylée pouvant varier de 13 a 16 carbones. La chaine peptidique est composée de la
séquence d’acides aminés suivante: Glu-Leu-D-Leu-Val-Asp-D-Leu-Leu, donnant Ia
configuration LLDLLDL (Fig. 6, page 29).

Les acides aminés L-Glu et L-Asp renforcent le caractére amphiphile (peptide hydrophile +
lipide hydrophobe) responsable de ses propriétés tensioactives. La production de cette

molécule chez B. subtilis s’effectue normalement en fin de phase exponentielle de croissance.

Surfactines - CH,4
00 -(c%cr( o, ? Surfactine C13

L-Leu N%Glu
? m'. ..... —(CH}oCHs  Surfactine C14
D-Leu7

L Leu (CHZBCI(CH:; Surfactine C15

L-Val

COO" D-Leu
L-Asp

Fig. 6 Structure détaillée des isoméres possibles de la surfactine

La grande diversité des lipopeptides s’exprime par I’incorporation dans leur structure
primaire de différents acides aminés et acides gras. Les surfactines peuvent ainsi présenter
une variété d’homologues de substitution des constituants de la partie heptapeptidique
(Tableau 1, page 30).
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Tableau 1  Séquences peptidiques des homologues de surfactine de B. subtilis.
Les acides aminés de substitution sont en gras

Noms Acides aminés et position Références
(série D ou L)
Lt L2 D3 L4 L5 D6 L7

S(1) Glu lLeu lLeu Val Asp leu Leu 1
[GIn1] S GIn Leu Leu Val Asp leu leu 2
[Alad4] S Glu lLeu lLeu Ala Asp Leu Leu

[Leud] S Glu lLeu lLeu Leu Asp Leu Leu 4
[ILed] S Glu leu lLeu Ile Asp Leu Leu 4
[Val7] S Glu leu lLeu Val Asp Leu Val 5
[le7] S Glu leu lLeu Val Asp leu Il 6
[Mled7]S Glu leu leu Ile Asp leu lle 7
[Tle24.7]S Glu Ile Leu Ile Asp Leu Il

[Mle2] [Val7] S Glu Ile Leu Val Asp Leu Val 4
[Val2] [1le7] S Glu Val Leu Val Asp leu lle 4
[Val27]S Glu Val Leu Val Asp leu Val 4
[Tle27]S Glu Ile leu Val Asp Leu lle 4

1 (Arima et al., 1968); 2 (Trischman et al., 1994); 3 (Peypoux et al., 1994); 4 (Bonmatin et al., 1994); 5
(Peypoux et al., 1991); 6 (Baumgart et al., 1991); 7 (Grangemard et al., 1997).

1.4.1.1. Mécanisme et régulation de la synthese de la surfactine

La synthese de la surfactine nécessite la présence de 1’opéron s7f4, long de 25 kb ; il
code chez B. subtilis, pour des complexes multienzymatiques impliqués directement dans le
mécanisme non ribosomique. Il est composé de quatre genes : srf4-A, srfA-B, srfA-C et srfA-
D. Chaque géne code pour une synthétase et les modules de celle-ci permettent
I’incorporation des différents acides aminés et I’allongement du peptide (Fig. 7, page 31). Le
gene srfA-A code pour les trois premiers modules qui incorporent Glu, Leu et D- Leu, la
présence du domaine E permet I’épimérisation de la L-Leu. Le géne srf4-B code pour les trois
domaines suivants qui incorporent Val, Asp et D-Leu. Le dernier module est codé par srfA4-C,

qui incorpore le dernier résidu Leu.

Enfin le géne srfA4-D semble jouer un role important dans I’initiation de la biosynthése
de la surfactine. Il code pour une thioestérase/acyltransférase externe qui réalise le transfert de
I’acide gras sur le résidu Glu et stimule la formation d’un B-hydroxyacyl-glutamate (Steller et

al., 2004).

30

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Frangois Coutte, Lille 1, 2009
1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

p
of
ol

SfA-A (10.8 kb) &rA-B (10.8 kb) silA-C (3.8 kb)

> —

—tel mocdds J rmockae 4 mockds 0 mocie /

-

H Cyclization ‘/ @ exosad SATE (28 kDa) /

0 Cydic Lipopeptide

Fig. 7 Schéma de synthése de la surfactine (Bruner et al., 2002).

La cyclisation du peptide se déroule au niveau du domaine Te par une réaction
d’acylation / déacylation (Bruner et al., 2002). Celle-ci permet une macrocyclisation stéréo et
régiospécifique grace a I’ajout d’un groupement hydroxyle sur le groupe carboxylique de
I’acide aminé L-Leu7 pour produire une lactone cyclique caractéristique des biosurfactants
(Bruner et al., 2002).

Une particularité de 1’opéron sr7f4 est la présence du petit géne comS niché au sein du geéne
srfA-B (Nakano et Zuber, 1989). La présence de ce gene, codant pour un facteur de
compétence, rend la synthése de surfactine concomitante avec des changements
physiologiques de la souche. Comme nous le verrons dans le paragraphe suivant, de par la
présence de comS, I’expression de I’opéron srf4 est au coeur de nombreux mécanismes de

régulation.

1.4.1.1.1. Les voies qui régulent ’expression de [’opéron srfA
L’expression de 1’opéron srf4 est régulée durant la phase exponentielle de croissance
par des phéromones du quorum-sensing qui interviennent également dans des phénomeénes
tels que la compétence et la sporulation (Cosby et al., 1998). En effet, la production de

surfactine peut étre activée tout d’abord par un facteur extracellulaire ComX.
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Ce dernier s’accumule dans le milieu de culture ou il est détecté par le systéme de
transduction de signal a deux composants ComA et ComP (Solomon et al., 1996; Cosby et
al., 1998). La transcription de 1’opéron s7f4 est directement activée par la forme phosphorylée
de ComA (ComA~P), qui se fixe au niveau du promoteur Py, cette phosphorylation étant
contrdlée par ComP (Fig. 9, page 33). Ce mécanisme de régulation est complexe et a fait
I’objet de nombreuses études. D’une part, une analyse mutationnelle de la région régulatrice
de l'opéron srf4 a révélé D’existence de deux régions symétriques situées en amont du
promoteur P, (Fig. 8, page 32). Ces régions joueraient un role dans I’activation de la
transcription de srf4 en facilitant la coopération entre les dimeéres de ComA et I’ARN
polymérase (Nakano et Zuber, 1993). Par ailleurs, d’autres travaux ont montré que sous le
contrdle d’un autre promoteur (Py,,.), ’expression de srf4 est similaire en présence ou non de
ComA et ComP.

mm%zrmmrmmmtmrmwn -203
MWTMMAWWWI@.&MAMHT -153

WAMMATMWAWWWW -103

AMATATIGC!GTMATAMCIO%A%WWCT -53
in

-
GTAGAAAGATAAAAAATATTGAAAACAATGAATAAATAGOCAAAATTGGT

TTCTTATTAGGGTGGGGTCTTGOGGTCTTTATCOGCTTATGTTAAACGCC

GCAATGCTGACTGACGGCAGCCTGCTTTAATAGCGGCCATCTGTTTTITTG
Haelll

ATTGGAAGCACTGCTTTTTAAGTGTAGTACTITTGGGCTATTTCGGCTGTT
Scal

AGTTCATAAGAATTAAAAGCTGATATGGATAAGAAAGAGAAAATGOGTTG

RBS
CACATGTTCACTGCTTATAAAGATTAGGGGAGGTATGACAAT ATGGAA ATA
ACT TTT TAC OCT TTA ACG GAT GCA CAA AAA OGA ATT TGG TAC ACA GAA
AAA TTT TAT CCT CACACG AGC ATT TCA AAT CTT GOG GGG ATT GGT AAG
CIGGITTCA G Pwll

Fig. 8 Séquence nucléotidique de la région promotrice de Pyyy. La séquence de srfA codant pour la NRPS est
en italique. La séquence est numérotée a partir du site d’initiation de la transcription, identifié par une
astérisque. Les régions -10 et -35, le RBS et les sites de restriction sont indiqués ainsi que les régions
permettant I’accrochage de ComA (fleches en dessous de la séquence) (Nakano et Zuber, 1991).

De plus, il existe une séquence avant I’opéron s7f4, incluse entre le site de restriction
Haelll et le site de fixation au ribosome (RBS : Ribosome Binding Site) du geéne srf4-4 qui
semble essentielle pour I’expression de cet opéron quand il est sous la dépendance de son

promoteur natif (Nakano et Zuber, 1991).
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D’autre part, comme schématisé ci-dessous (Fig. 9, page 33), de nombreux facteurs de
régulation Rap et des phéromones jouent un rdle trés important dans la régulation de 1’opéron
srfA chez B. subtilis. C’est le cas notamment de RapC qui permet de déphosphoryler
ComA~P, ce qui tend a réguler négativement la transcription de s7f4 (Nakano et Zuber, 1991;
Nakano et al., 1991; Solomon et al., 1996). L’expression de rapC est réprimée par PhrC, une
autre phéromone. L’expression de phrC est elle-méme dépendante de SpoOH, un facteur
sigma exprimé au début du phénomene de sporulation (Solomon et al., 1996; Cosby et Zuber,
1997). Quand PhrC est secrété dans le milieu, il pénétre alors dans la cellule grace a
I’oligopeptide permease SpoOK (Grossman, 1995; Lazazzera et al., 1997). L’accrochage de
ComA a I’ADN est réprimé par RapH (Fig. 9, page 33), ce qui engendre la sous-expression de
srfA (Hayashi et al., 2006). De plus, comK active ’expression de rapH, créant ainsi une
boucle de régulation de I’expression de s7f4, puisque comme nous I’avons vu précédemment

I’expression de comK est elle méme activée par le produit de ’expression de srf4, a savoir

ComS.
PhrC, PhrF, PhrG., PhrH
ComX
N Cell membrane { "& Out
1 9]
%\‘comp Y opp Cytosol
& —» -
Cgomd —__
Phrc\
T \/ o -
F— @apO) \ ¥ [rapc { johrc
— PhrF

;_6;@ - (rapF | phrF «———cH
— PhrG
— .

F--Rard <—— T mpa jpnrc

PhrH

) G e — T e
i ot
e
\ 4 \\\_;j |
@é% — K —— mG

Fig. 9 Représentation schématique de la régulation de [’opéron srfA. Les fleches indiquent [’activation,
l’incorporation d’oligopeptides ou la transcription des génes. Les barres en “T” représentent
l’inhibition de I’expression des génes (Hayashi et al., 2006).

Enfin, la composition du milieu de culture influe aussi sur I’expression de srf4. Des
¢tudes ont en effet montré que la présence en exces de glucose et de glutamine dans le milieu
réprime de fagon synergique la transcription de srf4 (Nakano et Zuber, 1989).
L’augmentation de la concentration en casamino-acides engendre aussi une répression de
I’expression de srf4 par l’intermédiaire du répresseur nutritionnel CodY (Serror et

Sonenshein, 1996).
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1.4.1.1.2. Les voies régulées par l’expression de |’opéron srfA

Comme cela vient d’étre évoqué, I’opéron srf4 a la particularité de posséder le gene
comsS inséré dans le géne s7fA4-B : par conséquent des modifications dans la régulation de srfA4
modifient directement les voies ou comsS est impliqué, a savoir, la compétence, la sporulation
et la mobilité¢ cellulaire. ComS est pour la cellule le messager qui répond a un stress
essentiellement nutritif, celui-ci a pour seule cible connue ComK. ComK déclenche alors des
régulations en cascade pour répondre aux nouveaux besoins de la cellule (Fig. 10, page 34).
La principale cascade est celle liée a la compétence : en réponse a un stress nutritif la cellule
va mettre en ceuvre un mécanisme d’incorporation d’ADN étranger. Mais I’expression de
comK influe aussi sur les mécanismes de la mobilité par I’intermédiaire des génes impliqués
dans la structure des flagelles (figK, flgL, etc...). Des travaux récents basés sur la
transcriptomique et la technologie des puces a ADN ont décrit ces mécanismes (Hamoen et
al., 2002; Ogura et al., 2002; Berka et al., 2002), et ils ont fait ’objet d’une revue compléte
(Hamoen et al., 2003b).

ComX
outside
Cell membrane

Sigma-H «

DegU comC
s s ~ ===
—,___———-'—"") comF
R (YLD comK] o ome
/ ﬁ NuUcA
\ recA
AbrB addAB
e /‘
SinR
/ Spo0A~P o
Sinl
Phosphaorelay
SpolA

Fig. 10 Régulation de I'opéron srfA et voies régulées par [’expression de comS. Les lignes noires définissent les
voies de régulation impliquées dans le développement de la compétence. Les lignes grises représentent
le nombre important de connections qui régulent ces différentes voies. Les fleches et les barres en « T »

indiquent respectivement une activation ou une répression (Hamoen et al., 2003b).
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C’est ainsi que ComS cause le relargage et 1’activation du facteur spécifique de
I’initiation de la compétence, ComK, du complexe protéolytique ClpC-MecA (Fig. 11)
(Ogura et al., 1999). Par ailleurs, ComK peut conduire lui-méme sa transcription (Maamar
et Dubnau, 2005) et sa concentration dans la cellule augmente rapidement, ce qui
provoque la transcription des génes tardifs de la compétence impliqués dans
I’incorporation d’ADN (comE, comF, comC et comG) et dans le métabolisme et la
recombinaison de I’ADN (nucA, addBA, et recA) (van Sinderen et Venema, 1994; van
Sinderen et al., 1995). ComK se fixe aux régions promotrices de nombreux genes par
reconnaissance d’une séquence spécifique appelée la boite K ou K-box (Hamoen et al.,

2002).

Comme dans tout mécanisme de régulation cellulaire, il existe des activateurs de
comK, dont ComK Iui-méme, c’est le cas par exemple de DegU. Il existe aussi de
nombreux répresseurs de comK incluant CodY, AbrB et Rok (Serror et Sonenshein, 1996;
Bergara et al., 2003; Hamoen et al., 2003a; Hamoen ef al., 2003b).

En définitive, la cascade de régulation impliquant les geénes srf4, comS et donc comK,
active la transcription d’une centaine de geénes impliqués dans la compétence, la structure
et le clivage de I’ADN, la capacité de la cellule a étre transformée, sa mobilité, mais aussi

la biosynthése d’arginine et les mécanismes de translocation (Fig. 11, page 35).

Haute densité cellulaire
Stress nutritif

Mobilité
Chimiotactisme comS

PR

ComF-flgM
Génes de régulation tardif @
ComK\/

Fig. 11 Régulation de l'opéron srfA et voies régulées par [’expression de comS. Les fleches et les barres en
« T » indiquent respectivement une activation ou une répression (Bergara et al., 2003).
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1.4.1.2. Les propriétés des surfactines

Les lipopeptides appartenant a la famille des surfactines présentent les propriétés
caractéristiques des composés amphiphiles et sont capables de s’organiser en micelles a faible
concentration en solution aqueuse. Les activités biologiques, physico-chimiques, de surface et

interfaciales de la surfactine sont conditionnées par cette amphiphilie (Osman et al., 1998).

1.4.1.2.1. Propriétés tensioactives et moussantes

Les surfactines sont parmi les plus puissants biosurfactants connus (Peypoux et al.,
1999). En effet, en solutions aqueuses, au-dessus de la concentration micellaire critique
(CMC), les surfactines s’agrégent spontanément pour former des micelles dans lesquelles la
partie polaire est exposée a I’eau (Ishigami et al., 1995; Deleu et al., 1999a; Deleu et al.,
1999b; Shen et al., 2009).
La CMC des surfactines est de 1’ordre de 9 uM. Les surfactines permettent d’abaisser la
tension superficielle de I’eau de 72 427 .10 Nm™" (Kell ez al., 2007).
Ces propriétés sont fonction de la température mais surtout du pH de la solution. Par ailleurs,

la présence de sels dans la phase aqueuse influence également ces parametres ; par exemple,

le NaCl diminue la CMC (Thimon et al., 1992).

Des ¢études ont été¢ menées sur la capacité des lipopeptides a produire des mousses. Par
exemple, a longueur de chaine lipidique égale, la surfactine forme une mousse plus dense que
I’iturine A, mais cette derni¢re assure une meilleure stabilité¢ de la mousse (Razafindralambo

etal., 1996).

Les surfactines ont €té¢ aussi présentées pour s’impliquer dans les phénomeénes de
swarming, spreading et swimming, c'est-a-dire dans la colonisation de milieux par B. subtilis.
En effet, la présence de surfactine dans le milieu permet de réduire la tension superficielle de
celui-ci et ainsi favoriser la dispersion de la colonie sous forme de dendrites. Par ailleurs, la
surfactine semble €tre nécessaire a la formation de pellicules a I’interface air/liquide (Kearns
et Losick, 2003; Kinsinger et al., 2003; Julkowska et al., 2004; Hofemeister et al., 2004;
Julkowska et al., 2005; Leclere et al., 2006; Hamze et al., 2009).

36

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Frangois Coutte, Lille 1, 2009
1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

De plus des effets synergiques entre différentes familles de lipopeptides pour former
des micelles mixtes ont déja été observés par exemple entre des surfactines et des iturines
(Thimon et al., 1992). Leurs propriétés ont des effets comparables au SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate) mais les surfactines ont 1’avantage sur ce composé synthétique d’étre non toxiques,
d’avoir une faible CMC, d’étre biodégradables et compatibles avec 1’environnement, ce qui
de nos jours est un des facteurs les plus importants a considérer lors de la valorisation d’une

substance (Peypoux et al., 1999; Deleu et al., 1999a).

1.4.1.2.2. Propriétés biologiques
Les surfactines possédent aussi des propriétés antibactériennes, antivirales,
antitumorales, hypocholestérolémiantes, antifongiques, antimycoplasmes et inducteur du
mécanisme de résistance des plantes contre les phytopathogénes (Vollenbroich et al.,, 1997a;
Vollenbroich et al., 1997b; Peypoux et al., 1999; Ongena et al., 2007). Elles peuvent aussi

étre utilisées en bioremédiation pour la dépollution des sols (Kosaric, 2005; Mulligan, 2005).

Par contre, elles ne possedent pas intrins€équement de propriétés antifongiques, mais
ont des effets synergiques sur I’activité antifongique de I’iturine A et de la fengycine (Maget-
Dana et al., 1992; Leclére et al., 2006; Ongena et al., 2007; Ongena et Jacques, 2008). Une
autre de leurs propriétés intéressantes est leur facult¢ a dégrader certains hydrocarbures

(Kosaric, 2005).

1.4.1.2.3. Activité hemolytique
Les propriétés amphiphiles des surfactines leur permettent d’interagir avec des
membranes biologiques et de déstructurer ces dernieres (Maget-Dana et Ptak, 1995; Carrillo
et al., 2003; Kell et al, 2007). C’est cela qui leur confére des activités hémolytiques et des
activités antimicrobiennes. L’activité hémolytique est trés aisément détectée car lorsque les
cellules produisent de la surfactines, une zone de lyse en milieu solide contenant des

érythrocytes (gélose au sang) peut étre détectée (Nakano et al., 1988).
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1.4.2. Les fengycines ou les plipastatines

Les plipastatines, encore appelées fengycines, sont des lipopeptides composés d’un
décapeptide (Fig. 12, page 38). La chaine peptidique est composée de la séquence d’acides
aminés suivante : Glu-D-Orn-D-Tyr-D-AThr-Glu-D-Ala-Pro-GIn-Tyr-Ile. La partie cyclique
est réalisée grace a une liaison ester entre le 3™ acide aminé (L-Tyr) et le 10°™ (L-Ile)
(Deleu et al., 1999a). Le premier acide aminé (L-Glu) est 1i¢ au groupement hydroxyle d’un
acide gras B-hydroxylé (Tsuge et al., 1999) possédant entre 13 et 17 atomes de carbone (Lin
et al., 1999). La transcription des génes codant pour la plipastatine commence au moment de

la phase exponentielle tardive (Lin ef al., 1999).

Fengycines o /=Gy Hy  Fengycine AC14
Hg—!“O-Thf 0 2 0 H ,’

L-Glu

Co0 X H N AA
L-Glu %,.ﬁ z)kg a ; \“
5 DTy COO \=(CH,}yz CH, Fengycine AC16
: |

Fig. 12 Structure détaillée des fengycines A

1.4.2.1. Meécanisme et régulation de la syntheése de la plipastatine

Chez B. subtilis, la synthése de la plipastatine nécessite la présence de 1’opéron pps,
long de 38 kb, qui code pour des complexes multienzymatiques impliqués directement dans le
mécanisme non ribosomique. Il est composé de cinq genes : ppsA, ppsB, ppsC, ppsD et ppsE.
Comme décrit dans la figure 13, le géne ppsA code pour les deux premiers modules qui
incorporent Glu et D-Orn ; ppsB pour Tyr et D-AThr ; ppsC pour Glu, D-Ala ou D-Val ; ppsD
pour Pro et Glu ; ppsE pour Tyr et Ile. Comme pour la surfactine il existe plusieurs formes de
fengycines ; on distinguera la fengycine A, qui posséde une D-Ala, de la fengycine qui

possede a la place une D-Val.
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De méme, la plipastatine et la fengycine sont souvent confondues alors que leur
séquence péptidique est différente, c’est ainsi que les deux tyrosines présentes dans le cycle
sont d’isomérie inverse chez la plipastatine A. Une étude comparative de deux opérons pps
chez B. subtilis 168 et fen chez B.subtilis F29-3 montre que ces deux opérons présentent de
grandes similarités de séquence (Lin et al., 1999):

78,9 % de similarité entre ppsA et fenC ; 80,2 % entre ppsB et fenD ; 81,3 % entre ppsC et
fenE ; 72,3 % entre ppsD et fenA et 73,9 % entre ppsE et fenB.

A DPextrémité des modules 2, 4, 6 et 9 se trouve un domaine d’épimérisation (E) qui
permet de transformer I’acide aminé de configuration L en configuration D (Fig. 13, page 39).
Par ailleurs, sur le dernier domaine (module du gene ppsE), le peptide linéaire néosynthétisé
est transféré du résidu actif sérine du domaine T au domaine TE qui catalyse ensuite la
formation d’une lactone par réaction entre le groupement hydroxyle de 1’acide aminé L-Tyr3

et le groupement carboxylique de 1’acide aminé L-1le10 (Lin et al., 1999).
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Fig. 13 Schéma de synthese de la fengycine (Samel et al., 2006).
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1.4.2.2. Les propriétés des plipastatines ou des fengycines

Les plipastatines possédent de trés bonnes propriétés antifongiques. Comparées a la
surfactine, elles présentent une activité hémolytique beaucoup plus faible mais elles agissent
en synergie avec la surfactine dans des activités de lutte contre les phytopathogénes (Souto et

al., 2004; Ongena et al., 2005; Ongena et al., 2007; Ongena et Jacques, 2008).

1.4.3. Domaines d’application potentielle des surfactines et des plipastatines

Le marché mondial des tensioactifs chimiques ou des biosurfactants est en constante
augmentation ; il est estimé a plusieurs dizaines de milliards d’euros par an. Presque tous les
tensioactifs actuellement en exploitation commerciale sont des dérivés chimiques du pétrole,
mais un intérét croissant est porté sur les tensioactifs d’origine microbienne produits par B.
subtilis, et plus particulierement la surfactine, car ils ont été récemment considérés comme
une alternative aux tensioactifs chimiques. Par ailleurs, méme a faible concentration (10 uM),
cette dernicre a une activité. Ces avantages en font des molécules de choix pour les industries
agro-alimentaires, pétrochimiques et cosmétiques mais surtout pour des applications
environnementales. De maniére générale, toute industrie devant maitriser des phénomeénes
d’émulsion, d’adhérence, de viscosité, d’extraction, de dispersion, de revétement, etc... utilise

des produits surfactants.

1.4.3.1. En agro-alimentaire et en agriculture

Les surfactants sont utilisés en agroalimentaire lors de la transformation des produits
comme agents de texture, pour la solubilisation d’arémes et I’emulsification. Mais d’autres
applications existent aussi notamment en agriculture. Le large spectre antifongique et la faible
toxicité in vivo de la fengycine ou de la plipastatine permettent, par exemple d’envisager leur
utilisation pour la protection des semis et des récoltes. En effet, cette molécule est considérée
comme responsable de I’antagonisme in vitro de plusieurs souches de Bacillus vis-a-vis de
champignons phytopathogénes comme par exemple Fusarium oxysporum (Souto et al., 2004).
En outre, surfactines et fengycines sont capables d'induire la résistance systémique chez les
végétaux contre des phytopathogenes (Ongena et al., 2005; Ongena et al., 2007; Ongena et
Jacques, 2008).
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1.4.3.2. En pétrochimie

Les industries pétrochimiques sont sans doute les plus consommatrices de
biosurfactants ; I’industrie pétroliére les utilise pour extraire le pétrole adsorbé sur la roche,
pour diminuer sa viscosité afin de faciliter son transit dans les pipelines... Mais on peut
¢galement utiliser les microorganismes producteurs eux-mémes qui, injectés dans le puits,
coloniseront 1’environnement tout en sécrétant leur biosurfactant. Cette industrie utilise
¢galement les biosurfactants pour tenter de réparer autant que faire se peut, les dégats qu’elle

provoque de temps a autre en mer et sur terre (Banat, 2000).

1.4.3.3. En environnement

Les biosurfactants comme la surfactine présentent plusieurs avantages par rapport aux
produits chimiques tensioactifs synthétiques, tels que leur faible concentration micellaire
critique (CMC), leur biodégradabilité, et sont particuliecrement bien étudiés pour les
applications environnementales telles que la bioremédiation des sols et la dispersion des
déversements de pétrole (Bertrand et al., 1994; Kosaric, 2005; Mulligan, 2005). Leurs
propriétés permettent de favoriser la récupération des polluants en facilitant leur détachement

de la matrice solide.

1.4.3.4. En pharmaceutique et cosmétique

Dans un tout autre domaine, plusieurs biosurfactants ont démontré des propriétés
antimicrobiennes. Une étude estime méme que la surfactine pourrait intervenir dans la lutte
contre le virus VIH (Itokawa et al, 1994). Elle affiche également des activités
antimycoplasmes. En outre, des molécules comme les fengycines ou plipastatines montrent un
potentiel élevé en qualité d’antifongique et sont susceptibles d’entrer dans la composition des
certains produits cosmétiques afin d’en améliorer la conservation (Vollenbroich et al., 1997a;
Vollenbroich et al., 1997b; Deleu et al., 1999a; Deleu et al., 1999b; Deleu et al., 2005).

Si les propriétés antimicrobiennes de ces produits n’ont encore donné lieu a aucune
exploitation commerciale, ils ont d’ores et déja trouvé une niche potentielle dans le marché
des cosmétiques, grace a leur propriétés hydratantes et leur compatibilit¢ avec la peau

(Brown, 1991).
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1.5. LA PRODUCTION DES LIPOPEPTIDES DE B. SUBTILIS

1.5.1. Les milieux de culture utilisés

Différents milieux de culture sont utilisés pour la croissance et la production de
lipopeptides de B. subtilis. Leur composition contient toujours une source de carbone,
apportée par un sucre, le plus souvent le glucose, mais le saccharose est aussi utilisé ; une
source d’azote, apportée soit par la présence d’un acide aminé soit par du sulfate
d’ammonium mais aussi par de I’extrait de levure, une source de sels organiques et des sels
minéraux. Les milieux les plus couramment utilisés sont des milieux dérivés de ceux décrits
par Cooper (Cooper et al., 1981) et Landy (Guez et al., 2008). Certaines études font état

d’une optimisation du milieu de culture (Jacques et al., 1999).

1.5.2. Les conditions de culture utilisées

La production de lipopeptides demande tout d’abord la croissance de la souche de B.
subtilis. Pour cela deux parametres sont essentiels : la température et I’oxygénation du milieu.
Certaines études révelent une dépendance du mécanisme de synthése a la température, c’est le
cas notamment pour la mycosubtiline (Fickers et al, 2008). Pour la surfactine les
températures de 30°C et 37°C sont les plus souvent utilisées, mais généralement la production
est plus importante & 37°C (Ohno et al., 1995). Deux types de culture sont le plus souvent
mises en ceuvre, soit en fiole d’Erlenmeyer, soit en bioréacteur. Ces deux types de culture
seront d’ailleurs détaillés par la suite. Il a été constaté que l'approvisionnement suffisant en
oxygeéne dissous et 1’agitation mécanique dans le bioréacteur jouent un role crucial dans
l'efficacité de la production de lipopeptides et plus particulierement pour la surfactine (Hbid et
al., 1996; Davis et al., 1999; Jacques et al., 1999; Yeh et al., 2006; Guez et al., 2008).
Néanmoins les conditions d’aération demeurent un probléme central dans la formation

abondante de mousse.
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1.5.3. La production des lipopeptides de B. subtilis en bioréacteur et ses contraintes

La production de lipopeptides par B. subtilis en bioréacteur est couramment décrite
(Cooper et al., 1981). Mais le colit de la production de ces biosurfactants a grande échelle a
¢été un obstacle pour leur développement commercial et de nombreux efforts ont été faits pour
réduire les cofts.

Ainsi, différentes stratégies ont été étudiées, notamment 1'amélioration des rendements de
produit ou de biomasse par rapport au substrat, en optimisant le milieu de culture (Cooper et
al., 1981; Jacques et al., 1999; Wei et al., 2004; Yeh et al., 2006) ou en modifiant la souche
(Leclere et al., 2005). D’autres études ont porté sur la conception et/ou I’optimisation du
bioréacteur et du bioprocédé dans son ensemble (Davis et al., 1999; Davis et al., 2001; Yeh et

al., 2006; Guez et al., 2007, Liu et al., 2007).

Par ailleurs, la transformation en aval du produit est dans de nombreux procédés
biotechnologiques responsable pour 60% du cofit total du produit. Le principal obstacle a la
commercialisation de ces composés tensioactifs réside dans le fait qu'ils provoquent une
importante formation de mousse, rendant leur récupération a partir du bouillon de culture
quasi impossible et leur purification trés complexe. En effet, la combinaison d’une production
de composés tensioactifs moussants a I’échelle du bioréacteur, de son aération et de son
agitation mécanique occasionne un fort moussage, rendant le procédé difficilement
controlable (notamment par les pertes importantes de volume réactionnel) et le produit

difficilement utilisable.

Pour se soustraire de cet ajout d’oxygene par barbotage, d’autres solutions ont été
envisagées, c’est le cas notamment d’une culture anaérobie en présence de nitrate (Davis et
al., 1999) ou encore de peroxyde d’hydrogene (Lee et Kim, 2008). Mais ces différentes
stratégies ne suppriment pas totalement la formation de mousse et engendrent par ailleurs une

croissance plus faible qu’en présence d’oxygene.
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Une stratégie intéressante consiste a controler le moussage et a récupérer la mousse
qui a débordé dans des collecteurs de fractions. Ce type de dispositif est refroidi afin de
favoriser la condensation de la mousse et ainsi limiter le volume de collecte. Ce processus a
été employé¢ par différents auteurs y compris au laboratoire (Cooper et al., 1981; Davis et al.,
2001; Guez et al., 2007) et a permis I’extraction en continu des tensioactifs grace au
débordement de mousse (Fig. 26, page 94). En 2001, Davis et ses collaborateurs ont étudi¢
l'effet de 1'agitation sur la production de surfactine par B. subtilis ATCC 21332 ; ils ont obtenu
une production de surfactine de 104 mg, un rendement de conversion de glucose en surfactine
(Yps) de 2,6 mg/g et ont atteint un taux d’extraction de 85% a 100% mais avec en
contrepartie une perte élevée et non contrdélée du volume de culture (Davis et al., 2001). Avec
un procédé moussant trés proche, mais avec un recyclage de la biomasse présente dans la
mousse, une étude plus récente a évalué I'impact du Kya sur la production de surfactine,
révélant qu'une agitation de 300 rpm et une aération de 1,5 vvm étaient des conditions
optimales permettant d’atteindre une vitesse de production de 106 mg/L/h et un Yps de 161

mg/g (Yeh et al., 2006).

Bien que le taux d’extraction des biosurfactants dans la mousse soit souvent tres éleve,
le probléme est que la mousse emporte aussi une grande partie de la biomasse et des substrats
du milieu. Cela représente un obstacle majeur pour la production industrielle de lipopeptides.
La suppression de mousse est alors envisagée, et est réalisée par l'ajout de produits
antimousse d’origine chimique, mais ceux-ci peuvent affecter la physiologie de la souche et la
pureté des produits (Lee et Kim, 2008). Par ailleurs, 1’ajout d’antimousse est fortement
déconseillé lors de procédé en bioréacteur 8 membrane car il conduit a une réduction des flux
de perméation de I’ordre de 60% (McGregor et al, 1988). Il devient donc nécessaire de
trouver des solutions innovantes a ce probléme d’aération des cultures, pour supprimer cette
formation de mousse, ce qui permettra d’envisager une production et une extraction des
lipopeptides en continu grace au couplage de membranes de filtration. Deux stratégies
peuvent donc étre envisagées, soit limiter la formation de bulles dans le bioréacteur, soit
extraire le produit assez rapidement pour limiter la formation de mousse. Une des solutions
proposées pour répondre a cette problématique est 1’utilisation de bioréacteur a membrane. Le
couplage d’un bioréacteur et d’'une membrane est couramment utilisé et permet d’envisager
une réponse efficace soit pour transférer de 1’oxygene dans le milieu, soit pour extraire le

produit du bouillon de fermentation.
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1.6. LES BIOREACTEURS A MEMBRANE

1.6.1. Rappels sur les bioréacteurs

I1 existe plusieurs fagons de cultiver un microorganisme dans un bioréacteur, soit en
culture discontinue appelée « batch » ot aucun ajout n’est réalisé dans le bioréacteur, soit en
culture continue a laquelle du milieu frais est ajouté en permanence dans le bioréacteur. Enfin
une culture semi-discontinue appelée « fed batch », combinant les caractéristiques des deux
précédentes. Durant leur croissance, lors d’une culture discontinue, les cellules suivent
consécutivement plusieurs phases. Tout d’abord, une phase de latence durant laquelle les
cellules s’adaptent au milieu de culture ; cette latence peut étre réduite en propageant les
cellules dans des précultures successives et dans un milieu de composition identique ou
voisine de celle du milieu du bioréacteur. Une phase exponentielle durant laquelle les cellules
se multiplient trés rapidement en épuisant le milieu au fur et a mesure. Une phase linéaire
pendant laquelle les cellules ralentissent leur croissance en fonction de I’appauvrissement du

milieu jusqu’a I’arrét total de la croissance, parfois il y a ensuite une phase de déclin.

Lors d’une culture continue, la phase de fermentation continue est précédée d’une
culture discontinue qui a lieu dans le méme réacteur afin que les cellules amorcent leur phase
de croissance exponentielle. Lorsque la concentration en biomasse atteint un niveau suffisant,
I’alimentation par une solution nutritive et le soutirage du milieu réactionnel sont démarrés
simultanément et au méme débit, pour assurer la constance du volume réactionnel. Le
systéme se stabilise aprés une phase transitoire qui dure 5 a 10 fois le temps de passage t =
Volume du bioréacteur/Débit d’alimentation. Lors de cette phase stationnaire dans des cuves
parfaitement agitées la concentration de chaque constituant est identique en tout point du
systeme. Ce mode de culture permet de maitriser le débit d’apport des différents substrats en

évitant les phénomenes limitant la bioconversion microbienne.

Une bioconversion microbienne peut étre étudiée au premier abord selon un schéma
réactionnel simplifi¢ ou I’on considére la transformation d’un substrat principal (S: la
concentration en substrat, souvent limitant) en biomasse (X : la concentration des cellules,
souvent exprimée en gramme de matiere seéche par litre de volume réactionnel) et en un

produit (P : la concentration en produit), par exemple : S —* 3 X + P,
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Les vitesses de réaction de ces trois constituants sont généralement exprimées en g/L/h
et elles sont notées respectivement rs, rx et rp. Lorsque ces vitesses sont rapportées a la
concentration en catalyseur, ici la biomasse, on obtient des vitesses spécifiques. Cette notion
est trés importante car elle permet de prendre en compte la formation du catalyseur lui-méme.
Ces vitesses seront respectivement notées :

u=rx/X : la vitesse spécifique de croissance, en h™';

gs = rs/X : la vitesse spécifique d’utilisation du substrat S, en gramme de substrat

consommé/g de biomasse présente/h ;

qr = 1p/X : la vitesse spécifique de formation du produit P, en gramme de produit

formé/g de biomasse présente/h.

Les informations stoechiométriques peuvent étre substituées par les rendements de
conversion. Plusieurs combinaisons sont possibles et peuvent étre déduites les unes des
autres :

Yxis =rx/ 1s= W/ qs : rendement de conversion du substrat en biomasse, g de biomasse

formée/g de substrat consommé ;

Yps = 1p/ s = qp / qs : rendement de conversion du substrat en produit, g de produit

formé/g de substrat consommé ;

Ypx =1/ tx = qp / 0= Ypis/Yxss : taux de formation du produit par rapport a la

biomasse formée, g de produit formé/g de biomasse formée.

Ces différents parametres de la fermentation permettent de réaliser une étude
physiologique de la culture et d’optimiser les conditions de culture en analysant les facteurs
inhibant, limitant ou induisant la croissance des cellules et/ou la production de produits.
Différentes limitations liées aux substrats et aux produits peuvent avoir lieu au sein d’un
bioréacteur. La croissance en bioréacteur microbien non limitée suit la loi de Monod qui est

similaire a celle de Michaelis pour les enzymes (Pirt, 1975).

Les performances de bioconversion d’un bioréacteur continu sont limitées par le
phénoméne de lessivage qui se manifeste a des taux de dilution supérieurs a pmax. La
productivité peut étre améliorée en maintenant une biomasse plus importante dans le

bioréacteur.
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C’est dans ce contexte que les bioréacteurs a membranes ont été développés ces trente
derniéres années. Selon les membranes utilisées, ils offrent de nombreux avantages
technologiques qui permettent d’une part la rétention des cellules qui conduit a des
concentrations en microorganismes actifs trés élevées et d’autre part un fonctionnement en
continu qui permet de maitriser les conditions d’environnement. Ils sont aussi une solution

pour ’extraction et la purification du produit, ainsi que I’oxygénation du milieu de culture.

1.6.2. Les bioréacteurs a membranes

Les techniques membranaires sont utilisées en amont ou en aval de la bioconversion
microbienne. Ces techniques couplant un contacteur a membrane a un bioréacteur présentent
plusieurs applications. Les plus couramment utilisées, souvent basées sur des membranes
poreuses, permettent le recyclage de la biomasse, ’extraction et la purification des produits
ou le transfert de gaz dans un milieu. Ces technologies membranaires utilisant des fibres
creuses couplées a un bioréacteur sont maintenant bien connues et maitrisées (Boyaval ef al.,
1998; Gabelman et Hwang, 1999; Charcosset, 2006). Dans un réacteur continu avec recyclage
total de la biomasse, 1’analyse des paramétres biologiques tels que les vitesses de réaction et
les rendements de conversion peut étre effectuée selon ces hypothéses :

-Les cuves de réactions sont supposées infiniment mélangées.

-Le volume de la cuve de fermentation est maintenu constant car les débits

d’alimentation et de soutirage sont égaux.

-La membrane est supposée retenir sélectivement la biomasse, les phases liquides de

part et d’autres de la membrane ayant alors des compositions identiques.

-Le temps de séjour de la biomasse dans la boucle de recirculation est supposé

négligeable.

- Les analyses doivent étre réalisées en régime stationnaire, dés lors :
rx = 0.
rp=PxD
rs=D X (So—S)

Le taux de dilution D étant le rapport du débit d’alimentation sur le volume de la cuve, il est

exprimé en h™',
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1.6.2.1. Les membranes séparatives liquide/liquide

Les membranes séparatives permettent la séparation des microorganismes et du milieu
de culture par filtration et 1’extraction des produits du milieu de culture. Le type de membrane
est choisi en fonction du degré de séparation souhaité et de la nature des molécules en

solution.

1.6.2.1.1. Utilisation pour le recyclage des cellules.

Il existe un grand nombre d’utilisations du bioréacteur & membrane pour le recyclage
des cellules lors d’une bioconversion microbienne, comme la production d’alcool, de solvant
ou d’acide. Les bioréacteurs & membrane peuvent étre aussi employés dans le traitement des
eaux (Lafforgue C. et al., 1987; Lee et Chang, 1987; Mercier et al., 1998; von Weymarn et
al., 2002; Faria et al., 2002; Kwon et al., 2006; Choudhury et Swaminathan, 2006). Il n’est
guere de microorganisme d’intérét scientifique ou industriel, Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Lactococcus, Lactobacillus, Clostridium, qui n’ait fait 1’objet d’étude en
bioréacteur a membrane. Cette technique a par exemple été employée lors d’une culture de

Bacillus pour la production d’acide lactique (Danner ef al., 1998).

La microfiltration est généralement retenue pour la rétention des cellules mais des
seuils de coupure plus faibles peuvent conduire a un fractionnement a 1’échelle moléculaire.
Le seuil de coupure choisi déterminera le taux de recyclage des cellules et d’extraction du
produit. Des membranes organiques, le plus souvent en fibres creuses de dérivé de
polysulfone, ou minérales en céramique, peuvent €tre utilisées pour 1’étape de microfiltration,
la taille des pores étant préférentiellement de 0,2 um pour réaliser un recyclage total des

cellules dans le bioréacteur.

Des taux de dilution élevés peuvent étre plus aisément controlés lors du recyclage de
la biomasse dans les procédés continus. Les techniques de filtration tangentielle ont montré
une efficacité supérieure a celle des méthodes de séparation traditionnelles (décantation ou
centrifugation) car elles assurent une homogénéité du milieu de culture grace a la circulation
continuelle du milieu de culture dans le filtre qui contribue a son brassage.

De plus, ces techniques ont un cotit d’exploitation plus faible, c¢’est d’ailleurs pour cela que

les bioréacteurs a membrane ont été¢ développés (Chang et Furusaki, 1991).
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Ces techniques sont le plus souvent employées lors de culture continue mais elles
peuvent étre aussi utilisées lors de cultures semi-discontinues (Daubert ef al., 2003; Bae et al.,
2004). Deux modes de fonctionnement sont employés lors du recyclage des cellules ; soit un
recyclage total, les cellules sont toutes re-injectées dans le réacteur, seul le taux de dilution
varie ; soit en recyclage partiel, chaque régime permanent est caractéristique d’un couple
(taux de dilution, taux de purge). Ces techniques peuvent permettre 1’étude de comportements
physiologiques particuliers (Uribelarrea et al., 1993) et favorisent surtout les performances au
niveau des productions en permettant d’atteindre des niveaux de concentrations cellulaires de
I’ordre de plusieurs centaines de grammes en fonction du microorganisme et du substrat
(Lafforgue-Delorme et al., 1994; Xavier et al, 1995). Toutefois, si les concentrations
cellulaires sont trés élevées, les productivités volumétriques n’augmentent pas dans les
mémes proportions car 1’activité spécifique des microorganismes diminue au fur et & mesure
de leur concentration (Mota et al., 1987, Xavier et al, 1995; Faria et al, 2002). Ce
phénoméne est souvent propre au microorganisme et a sa concentration maximale dans le
bioréacteur (200 g/l pour les bactéries, 300 g/L pour les levures). Une limitation
nutritionnelle peut étre aussi remarquée a haute densité cellulaire mais celle-ci peut étre

résolue en augmentant le taux de dilution (Park, 2004).

L’influence du taux de dilution a souvent été 1’objet d’études sur la production de
biomasse et sur la production des molécules d’intéréts. Lee et al., en 1987 ont par exemple
montré que ’augmentation du taux de dilution de 0,5 h™' a 1,5 h' permettait une
augmentation du méme ordre de la biomasse produite dans le bioréacteur a membrane (40 g/L
a 135 g/L). Cette observation a ensuite été vérifiée dans d’autres études (Lafforgue et al.,
1987; Kwon et al., 2006). Les applications les plus récentes sont relatives a la production de
xylitol ; dans ces études, les productions ont été menées en mode continu ou en mode semi-
discontinu et ont conduit a des gains de productivité (Faria et al, 2002; Bae et al., 2004;
Kwon et al., 2006). Bae et al. (2004) ont notament montré que le recyclage total des cellules
permet lors de culture en mode semi-discontinu d’augmenter 2 fois la concentration en
cellules dans le bioréacteur (celle-ci restant a des valeurs raisonnables de 1’ordre de 20 g/L) et
de 4 fois la vitesse de production du produit par rapport au mode batch. Ce gain de
productivité est aussi montré en mode continu (Kwon et al., 2006) ; de plus dans cette étude,
les auteurs observent une quantit¢ de xylitol produite 11 fois plus importante dans un

bioréacteur a membrane alimenté en continu par rapport a un mode batch.
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Si cette technique reste 1’une des plus efficaces, elle posséde des facteurs limitants
physiques (colmatage, diminution du transfert de masse) et biologiques (mortalité cellulaire,
comportement physiologique particulier). Le colmatage est un inconvénient majeur, il se
traduit par une réduction du flux de filtration, correspondant a un taux de dilution limite qui
fixe la productivit¢ volumétrique maximale. Le colmatage est fonction de nombreux
parametres, a commencer par le seuil de coupure utilisé, la nature de la membrane, la taille
des particules a filtrer, etc.... (Nagata et al., 1988). Dans les bioréacteurs microbiens continus,
le colmatage est essentiellement causé par les cellules ou leurs débris.

Une étude récente met en relief I’impact important des polymeres extracellulaires dans le
colmatage des membranes en fonction de I’hydrophobie de celles-ci (Zhang et al., 2008).

Dans ce type d’utilisation, des études ont montré I’importance d’un démarrage de la culture
par une phase discontinue avec la sortie du perméat fermée, ceci permettant le
conditionnement de la membrane et 1’établissement d’une couche de biomasse a la surface de

la membrane jouant le role d’un préfiltre et la protégeant plus ou moins du colmatage (Xavier

et al., 1995).

D’autres méthodes pour réduire le colmatage ont été décrites comme le nettoyage a
grande eau, aussi appelé « flushing », une autre méthode dite « back-flushing » qui consiste a
injecter séquentiellement du perméat a contre-courant (Nipkow et al., 1989), ou I’utilisation
d’écoulements turbulents au sein de la membrane (Maranges C. et al., 1995; Mercier et al.,
1998). L’endommagement des microorganismes est aussi une des limites du systéme et il est
d’autant plus marqué que la densité microbienne est élevée et que le temps de la fermentation
est long. Cet endommagement est lié aussi aux contraintes mécaniques (imposées par la
pompe et/ou par la membrane) qui influencent 1’activité et I’intégrité des cellules provoquant
la mortalité¢ de celles-ci (Nipkow et al., 1989; Bibal et al., 1991). En plus de diminuer la
production spécifique, la population de cellules biologiquement inactives peut avoir un impact
non négligeable sur le colmatage. Par ailleurs I’accumulation de toxines ayant une taille plus
importante que le seuil de coupure de la membrane peut inhiber la croissance et endommager
les cellules. Pour limiter ce phénomeéne, le seuil de coupure de la membrane doit aussi étre

choisi en fonction du taux d’extraction souhaité pour les produits.
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1.6.2.1.2. Utilisation pour [’extraction des produits
La filtration tangentielle est utilisée fréquemment pour la séparation et la purification
des produits pendant ou apres la fermentation, ces produits étant extraits comme produits
recherchés ou comme produits néfastes pour la culture cellulaire. On retrouve cette
application dans de nombreux procédés dans les industries agroalimentaires et
pharmaceutiques (Lafforgue-Delorme ef al., 1992; Lafforgue-Delorme et al., 1994; Gabelman
et Hwang, 1999), ainsi que dans la dépollution de 1’eau (Lin ef al., 2006).

Comme nous I’avons vu précédemment lors d’une culture en continu, ce procédé est
souvent combiné au sein d’une seule membrane avec la rétention de la biomasse. De
nombreux composés peuvent étre ainsi extraits en fonction de leur taille et du seuil de
coupure de la membrane utilisée. La nature des membranes utilisées et leur taille de pores ou
seuil de coupure peut étre choisie parmi les nombreuses possibilités qu’offrent les fabricants
de membranes de filtration, de microfiltration, d’ultrafiltration ou de nanofiltration, selon les
propriétés physico-chimiques du produit ou des biosurfactants produits.

Les membranes de microfiltration le plus souvent employées sont en fibres creuses. De méme
les membranes d’ultrafiltration utilisées seront préférentiellement en cellulose régénérée, leur

seuil de coupure dépendant de la taille des molécules a séparer.

Tres fréquemment étudiées depuis 20 ans, les limites de cette technique sont bien
connues et reposent majoritairement sur la diminution au cours du temps du flux de perméat a
cause du colmatage de la membrane (Bowen et Hall, 1995). Comme nous 1’avons vu
précédemment, le colmatage est essentiellement dii a ’accumulation des cellules ou de débris
cellulaires a la surface de la membrane. Les constituants du milieu peuvent aussi s’adsorber a
la surface de la membrane ou tout simplement obstruer les pores de celle-ci. Le colmatage par
les constituants du milieu et/ou par le produit recherché est souvent le résultat d’un
phénomene d’adsorption. En effet, pendant la filtration certaines molécules peuvent présenter
une affinité pour la membrane et s’adsorber a la surface de celle-ci. Cette adsorption est
directement liée a la quantité de 1’adsorbé et de I’adsorbant dans le milieu, a I’hydrophobie de
la membrane et a I’environnement physico-chimique du milieu (Nakamura et Matsumoto,
2006). En définitive I’évolution du flux de filtration est macroscopiquement reliée a la
concentration totale en microorganismes, la concentration en macromolécules, la viscosité du
milieu, la durée de filtration, la lyse cellulaire et la nature de la membrane (Mota et al., 1987;

Nagata et al., 1989; Xavier et al., 1995).

51

© 2011 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Frangois Coutte, Lille 1, 2009
CHAPITRE I : INTRODUCTION

Des méthodes ont été décrites pour I’extraction des lipopeptides du bouillon de
fermentation a partir de couplage membranaire, notamment grace a 1’utilisation de
membranes d’UF avec un seuil de coupure de 10 KDa pour les biosurfactants produits par B.
subtilis (Isa et al., 2007; Chen et al, 2007). Une étude récente montre d’ailleurs que
I’adsorption de la surfactine sur la membrane d’UF entraine le colmatage de la membrane et
une diminution du flux de perméat. Celui-ci pouvant étre réduit par « flushing » de la
membrane avec une solution alcaline (Chen et al.,, 2008a). Plus généralement, les techniques
d’extraction utilisées pour les lipopeptides de B. subtilis sont des méthodes chimiques et/ou
membranaires, nous les détaillerons par la suite. Mais celles-ci ne peuvent pour le moment

pas €tre mises en ceuvre en continu sur un bioréacteur a cause de la formation de mousse.

1.6.2.2. Les contacteurs air/liquide a membrane : une solution pour la

production des biosurfactants d’origine microbienne.

Comme cela a été évoqué précédemment, 1'obstacle majeur pour la production des
lipopeptides et leur extraction et purification en continu dans un procédé est I’abondante
formation de mousse induite par le barbotage de ’air sous forme de bulles nécessaire a la
culture. Pour répondre a cette problématique, la technologie du bioréacteur a membrane offre
aussi une solution, il s’agit de transférer 1’oxygeéne sous forme dissous dans le milieu grace a
’utilisation d’un contacteur air/liquide a membrane, préférentiellement une membrane en

fibres creuses (Fig. 27, page 98).

Cette technologie utilise une membrane en fibres creuses poreuses servant a la fois de
support pour I’interface gaz/liquide et de séparateur entre la phase gaz et la phase liquide. Les
deux phases sont donc totalement indépendantes : le gaz s’écoule d’un c6té de la membrane et
le liquide de I’autre c6té sans qu’aucune des deux phases ne soit dispersée dans 1’autre.
L’interface gaz/liquide se forme a une extrémité des pores de la membrane et dépend de la
nature et de la structure de la membrane, ainsi que des conditions de pression qui régissent le
systétme (Remize et Cabassud, 2003). Deux types de contacts peuvent avoir lieu, soit un
contact « mouillant », soit un contact « non mouillant ». Pour le transfert de composés gazeux
dans la phase liquide, la résistance principale au transfert se situe le plus souvent au niveau de
la phase liquide ou de la membrane elle-méme (Fig. 14, page 53). Dans le cas de 1’utilisation
d’une membrane hydrophobe, celle-ci n’est pas mouillée par le liquide et ce dernier ne remplit

pas les pores de la membrane, le contact est qualifié de non mouillant.
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Dans le cas de I'utilisation d’une membrane hydrophile, la résistance au transfert se situe en
phase gazeuse et le liquide remplit les pores de la membrane, le contact est qualifi¢ de
mouillant (Pankhania et al, 1999). La surface de contact dans ce type de contacteur
membranaire dépend de la structure et de la nature du matériau utilisé, du mode de conception

du module et du type de contact entre I’interface air/liquide (Gabelman et Hwang, 1999).

Les performances d’aération de la membrane dépendent du débit de la phase liquide,
de la surface de la membrane, de I’orientation des fibres creuses a 1’intérieur du module et des
conditions de pression des deux phases (Karoor et Sirkar, 1993; Ahmed et Semmens, 1996;
Pankhania et al., 1999; Gabelman et Hwang, 1999). Comme les autres techniques
membranaires, celle-ci peut étre soumise au colmatage soit par les microorganismes, soit par
I’adsorption de certains produits. Ce colmatage a pour conséquence une baisse du transfert de

matic¢re d’une phase a I’autre (Pollet et al., 2008).

ABSORBENT-FILLED

MICROPOROUS
MEMBRANE
\S-LIQUID
INTERFACE
IMMOBILIZED

MICROPOROUS
HYDROPHORBI(
MEMBRANE

Fig. 14 Représentation schématique du comportement de la phase liquide et de la phase gaz a l'interface d’un
contacteur a membrane. A : cas d 'une membrane hydrophobe, exemple d’un contact non mouillant. B :
exemple d’un contact mouillant (Karoor et Sirkar, 1993).

Les membranes contacteurs air/liquide ont d'abord été utilisées pour 1'oxygénation du
sang (Khoshbin et al., 2005). Des études récentes témoignent de la diversité des applications
possibles de ce procédé. 11 a été utilisé dans 1’oxygénation sans bulles des cultures de cellules
animales (Schneider et al., 1995), la production d’eau ultra-pure pour I’industrie des semi-
conducteurs ou pour le traitement des eaux usées (Brindle et Stephenson, 1996; Pankhania et
al., 1999; Khoshbin et al., 2005; Lesage et al., 2005; Wei et al., 2006), 1’absorption de gaz et
notamment du CO, (Wang et al., 2005), mais n'a jamais été utilisé¢ pour la production de

biosurfactants.
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On citera notamment pour les contacteurs air/liquide @ membrane, les membranes de
fibres creuses en polyéthersulfone ou en polypropyléne, de taille de pores de 0,01 a 1 um.
Cette technologie permet donc de réaliser le transfert d’un gaz sans former de bulles dans la
phase liquide, ce qui dans le cas d’une production de biosurfactants présenterait I’avantage

d’éviter la formation de mousse.

1.7. L’EXTRACTION ET LA PURIFICATION DES LIPOPEPTIDES DE B. SUBTILIS

Les techniques d’extraction ou de récupération ainsi que de purification des
lipopeptides de B. subtilis a partir du bouillon de culture ont fait I’objet de nombreuses études,
notamment sur la surfactine. Les plus anciennes consistent en une précipitation acide de la
surfactine suivie d’une extraction avec des solvants organiques (Arima et al., 1968). Au cours
de ces dernieres années, dans le but de développer des procédés plus propres écologiquement,
d’autres techniques ont été¢ étudi¢es ; par exemple I’extraction par moussage excessif qui,
comme nous 1’avons précédemment vu, conduit a 1’extraction de quasiment la totalité des

lipopeptides (Davis et al., 2001; Guez et al., 2007) mais elle est difficilement industrialisable.

Les techniques les plus intéressantes reposent sur les propriétés physico-chimiques des
biosurfactants comme la surfactine. C’est ainsi que des études récentes ont porté sur
I’adsorption de la surfactine (Ishigami et al., 1995) sur différents types de supports afin de
retirer celle-ci du milieu de culture grace a une colonne d’adsorption couplée a un bioréacteur
(Liu et al., 2007; Chen et Juang, 2007; Montastruc et al., 2008). Par ailleurs, les monomeéres
de molécules amphiphiles, comme les biosurfactants a des concentrations au-dessus de leur
CMC, peuvent s’associer pour former des structures supramoléculaires telles que des micelles
avec des diameétres nominaux jusqu'a 2-3 fois plus grands que celui d’une molécule libre non
associée (Osman et al., 1998; Deleu et al, 1999b). C’est a partir de ce constat que de
nombreux auteurs ont étudié la purification des lipopeptides par ultrafiltration (UF) sur des
membranes ayant un seuil de coupure (MWCO) suffisamment petit pour ne pas laisser passer
les micelles de surfactine ; la surfactine se comporte alors comme le sodium-dodécyle-sulfate

(Majewska-Nowak ef al., 2005).
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Ce procédé d’extraction des molécules peut étre réalisé¢ en une ou deux étapes, ce qui
permet de concentrer de 85% a 95% des molécules en fonction de la membrane utilisée.
Aprées addition de solvant déstructurant les micelles de surfactine, le taux de récupération de
surfactine est de plus de 85% avec une pureté de plus de 75% (Sen et Swaminathan, 2005; Isa
et al., 2007; Chen et Juang, 2008). Ce procédé engendre la concentration des molécules dans
le rétentat qui s’agrégent alors sous forme de micelles ou de supra-structures allant de 9 a 100
nm de diametre. Les caractéristiques de la filtration et leurs effets sur la récupération et la
pureté de la surfactine ont été évalués au moyen d'une agitation périphérique de cellules (Sen

et Swaminathan, 2005; Isa et al., 2007).

Enfin une combinaison hybride d’une précipitation acide ou d’un ajout de sels et
d’une étape d’ultrafiltration peut étre entreprise pour apporter un taux de purification élevé
(Chen et al., 2007; Chen et al., 2008b). L’extraction de la surfactine peut étre aussi réalisée au
moyen d’un contacteur 8 membrane liquide/solvant, mais est limitée par I’adsorption de celle-
ci sur la membrane (Chen et Juang, 2007). Toutes ces différentes techniques présentent des
résultats satisfaisants en matieére de récupération et de purification de la surfactine mais n’ont
jamais été réalisées en continu lors d’une production de biosurfactants, ceci a cause de la
formation de mousse, qui en plus de ne pas pouvoir étre filtrée, emporte avec elle la quasi-

totalité des biosurfactants contenus dans le bouillon de culture.
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2. SITUATION ET OBJECTIFS DU TRAVAIL

Les lipopeptides produits par B. subtilis selon le mécanisme NRPS représentent une
source naturelle de molécules a large spectre d’activités et ont suscité un intérét croissant ces
derniéres années. C’est notamment le cas de la surfactine qui est le plus puissant tensioactif
connu ou de la fengycine, un antifongique tres actif. Néanmoins leur production a grande
échelle est rendue particulierement difficile a cause du fort moussage engendré par la
combinaison de leurs propriétés tensioactives, de 1’agitation et de 1’aération par bullage d’air,
qui sont nécessaires a 1’apport d’oxygene pour la croissance des cellules. Dés lors, la seule
technique d’extraction fiable des lipopeptides est ce moussage qui entraine alors la quasi-
totalité des lipopeptides produits. Mais cette technique n’est pas transférable a 1’échelle

industrielle.

L’étude portera donc, dans un premier temps, sur la mise en ceuvre d’un systéme
d’oxygénation du milieu sans la formation de bulles afin d’optimiser la production de
lipopeptides. Pour ce faire la technologie du bioréacteur couplé a un contacteur a membrane
air-liquide en fibres creuses sera développée et étudiée pour la premicre fois pour la
production de lipopeptides par B. subtilis ATCC 21332. L’oxygénation du milieu se faisant
grace au transfert de I’oxygene par diffusion sans bulles dans le milieu de culture. L’influence
de la composition des fibres creuses et de leur taille de pores sur la production de lipopeptides

et sur le comportement de ces derniers a I’interface air-liquide sera étudiée.

Ce systeme servira par la suite de base a la réalisation d’un procédé intégré de
production, d’extraction et de purification en continu des lipopeptides de B. subtilis. Ce
procédé sera réalisé grace au couplage du bioréacteur a un contacteur air-liquide & membrane
avec un procédé intégré de microfiltration et d’ultrafiltration. Le comportement des

lipopeptides a I’interface des membranes de filtration sera aussi étudié.

La mise en ceuvre de la souche B. subtilis ATCC 21332 dans ces bioréacteurs a
membranes ayant fait apparaitre la synthése de surfactine et de fengycine, une approche de
génie génétique sera entreprise a partir de la souche B. subtilis 168, dont le génome est
entierement séquencé, afin de construire une souche mono-productrice d’un lipopeptide, la

surfactine.
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Ainsi que cela a ét¢ mentionné dans la synthése bibliographique, la souche B. subtilis
168 posséde les opérons srfA4 et pps, ce qui lui donne le potentiel pour produire la surfactine et
la plipastatine mais son geéne sfp code pour une protéine non fonctionnelle rendant la
production de ces deux lipopeptides impossible. De plus, la production de la surfactine chez
B. subtilis est au cceur d’un systéme complexe de régulation ayant de nombreuses cibles dans
la cellule, ce qui rend cette synthése dépendante de nombreux facteurs environnementaux ou
de la composition du milieu de culture. Les objectifs de cette partie du travail se déclinent

donc en trois grandes parties.

Tout d’abord, le rétablissement d’une phosphopantéthéine transférase fonctionnelle
sera au préalable effectué chez cette souche afin de permettre la synthése NRPS de
lipopeptides. Le promoteur natif de la surfactine synthétase sera ensuite remplacé par un
promoteur fort et constitutif afin de s’affranchir du mécanisme complexe de régulation. Enfin,
la synthése de plipastatine sera interrompue afin d’obtenir une souche uniquement productrice
de surfactine. Les effets de ces modifications génétiques sur la production de surfactine, sur

I’expression de certains génes et sur les propriétés phénotypiques de B. subtilis seront étudiés.

En définitif, la souche dérivée de ces différentes modifications génétiques sera utilisée
pour la production, I’extraction et la purification en continu de la surfactine dans le procédé

intégré précédemment étudié.
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1. SOUCHES ET PLASMIDES UTILISES

Les travaux de biologie moléculaire réalisés dans ces travaux ont donné lieu a

’utilisation et a la construction de nombreuses souches d’Escherichia coli, de B. subtilis, ainsi

que de plasmides. Les souches d’E. coli utilisées et/ou construites dans ce travail sont

répertoriées dans le Tableau 2 ci-dessous.

Tableau 2 Souches d’E. coli utilisées et construites dans ce travail

Souches Plasmides portés et résistance’ Reférence ou source

Escherichia coli IM109  recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17, Promega, Madison, USA

supE44 A (lac-proAB) / F’[traD36,

proAB”, lacl,, lacZAM15]
E. coli DH5a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA Stock du laboratoire

ginV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96

recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
E. coli EBG106 pBG106; Ap®, Nm" (Leclere et al., 2005)
E. coli EBG108 pDG1661; Ap®, Cm®, Spc® Stock du laboratoire
E. coli EBG145 pBG148; Ap®, Cm®, Nm®, Spc® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG145B pBG148B; Ap®, Cm*, Spc® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG121 pBG115; Ap® Ce travail (dérivée de JM109)
E. coli EBG125 pBG128; Ap®, Cm®, Spc® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG134 pBG129; Ap®, Cm®, Spc® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG126 pBG120; Ap® Ce travail (dérivée de DH5a)
E. coli EBG127 pBG123; Ap® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG127B pBG123B; Ap® Ce travail (dérivée de DH5a)
E. coli EBG132 pBG124; Ap® Nm® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG132B pBG124B; Ap®,Nm" Ce travail (dérivée de DH5a)
E. coli EBG128 pBG127; Ap® Nm® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG133 pBG133; Apt Nm® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG133B pBG133B; Ap®,Nm"® Ce travail (dérivée de TM109)
E. coli EBG143 pBG146; Ap® Ce travail (dérivée de IM109)
E. coli EBG146 pBG149; Ap®, Spc® Ce travail (dérivée de TM109)
E. coli EBG142 pBG145; Ap®, Spc® Ce travail (dérivée de TM109)

y . N « eqqe R y . \ , B R , .
! ApR, résistance a D’ampicilline; Nm™, résistance a la néomycine; Cm", résistance au

Lot R . .- \ . .
chloramphénicol; Spc™, résistance a la spectinomycine.
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Les outils plasmidiques utilisés et/ou construits dans ce travail sont répertoriés dans le
Tableau 3, les cartes de restriction des plasmides d’origine sont présentées dans les Fig. 15 et

Fig. 16, page 62 et leurs plasmides dérivés en annexe II.

Tableau 3 Plasmides utilisés dans ce travail

Plasmides Description des plasmides' Référence ou source
pGEM-T Easy Vecteur de clonage, Ap® Promega
pDG1661 Vecteur d’intégration, spoVG-lacZ Ap®, Cm®, Spc® (Guerout-Fleury et al.,

1996)

pBG106 Fragm' P,,-neo, Ap~, Nm" (Leclére et al., 2005)

pBG115 Fragm' PCR sfp de B. subtilis ATCC 21332 cloné dans Ce travail
pGEM-T Easy, Ap"

pBG120 Fragm' PCR AxIR cloné dans pGEM-T Easy, Ap® Ce travail

pBG123 Fragm' PCR Haelll-srfAA cloné dans pGEM-T Easy, Ap"  Ce travail

pBG123B Fragm' PCR s7f44 cloné dans pGEM-T Easy, Ap® Ce travail

pBG124 Fragm' de 1,1 kb EcoRI Haelll-srf4-A de pBG123 Ce travail
inséré dans pBG106, Ap®, Nm®

pBG124B Fragm'de 1 kb EcoRI srf4-A de pBG123B inséré dans Ce travail
pBG106, Ap", Nm"

pBG127 Fragm' de 0,7 kb Sall-Sphl hxIR inséré dans pBG106, Ap®, Ce travail
Nm®

pBG128 pDG1661 délété par Pvull et religaturé, Ap~, Cm®, Spc® Ce travail

pBG129 Fragm'de 1,1 kb EcoRI sfp de pBG115 inséré dans le site Ce travail
EcoRI de pPBG128

pBG133 Fragm' Sphl-Bg/ll hxIR de pBG127 ligaturé avec le fragm' Ce travail
Sphl-Bglll Haelll-srfAA de pBG124, Ap®, Nm®

pBG133B Fragm' Sphl-Bg/ll hxIR de pBG127 ligaturé avec le fragm' Ce travail
Sphl-Bglll srfAA de pBG124B, Ap®, Nm"®

pBG145 Fragm' spolllA: :spc cloné dans pGEM-T Easy, Ap", Spc®  Ce travail

pBG148B Fragm' EcoRI P, ligaturé dans le site EcoRI de pDG1661, Ce travail
Ap®, Cm"®, Spc®

pBG146 Fragm' de 6,5 kb ppsA généré par PCR et cloné dans Ce travail
pGEM-T Easy, Ap"

pBG148 Fragm' EcoRI de pBG106 ligaturé dans le site EcoRI de Ce travail
pDG1661, Ap® , Nm" , Cm® , Spc®

pBG149 Fragm' Narl-Xhol spc de pDG1661 ligaturé avec les sites Ce travail

Narl-Xhol de pBG146, Ap, Spc®

1 R ;. \ o 11 R ;s N , . , .
Ap", résistance a I’ampicilline; Nm™, résistance a la néomycine; Cm®, résistance au

chloramphénicol; Spc®, résistance  la spectinomycine; Fragm', fragment.
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SOUCHES ET PLASMIDES UTILISEES

Enfin les souches de B. subtilis utilisées et/ou construites dans ce travail sont

répertoriées dans le Tableau 4.

Tableau4  Souches de B. subtilis utilisées et construites dans ce travail
Souches Génotype' Référence ou source
Bacillus subtilis 168 trpC2, sfp” Stock du laboratoire

B.
B.

B.

W = = =

W ==

oo

B.
B.

subtilis BBG111
subtilis BBG113

subtilis BBG113B

. subtilis BBG118
. subtilis BBG118B
. subtilis BBG119
. subtilis BBG120

. subtilis BBG127
. subtilis BBG128
. subtilis BBG130
. subtilis BBG131

. subtilis BBG131B

subtilis ATCC 21332
subtilis ATCC 6633

trpC2, amyE: :sfp-cat

trpC2, amyE: :sfp-cat, Pepu-
neo.:Haelll-srfA

trpC2, amyE: :sfp-cat, Pepu-
neo.:srfA

trpC2, P,opu-neo::Haelll-srfA
trpC2, P,opu-neo. :srfA

trpC2, amyE: :sfp-cat; spolllA ::spc
trpC2, amyE: :sfp-cat; Pepu-
neo.:srfA spolllA ::spc

trpC2, amyE::Pyu-lacZ cat
trpC2, amyE::P,.pu-neo-lacZ cat
trpC2, amyE: :sfp-cat, ppsA.::spc
trpC2, amyE: :sfp-cat, Pyepu-
neo.:Haelll-srfA, ppsA::spc
trpC2, amyE: :sfp-cat, Pyepu-
neo::srfA, ppsA::spc

Souche sauvage

Souche sauvage

Ce travail (dérivée de 168)
Ce travail (dérivée de BBG111)

Ce travail (dérivée de BBG111)

Ce travail (dérivée de 168)

Ce travail (dérivée de 168)

Ce travail (dérivée de BBG111)
Ce travail (dérivée de BBG113B)

Ce travail (dérivée de 168)
Ce travail (dérivée de 168)
Ce travail (dérivée de BBG111)
Ce travail (dérivée de BBG113)

Ce travail (dérivée de BBG113B)

Stock du laboratoire 2

Stock du laboratoire 2

1 R r . \ . e1q1- R , . N , N . .
Ap~, résistance a l’ampicilline; Nm"™, résistance a la néomycine; Cm", résistance au

chloramphenicol; Spc®, résistance 4 la spectinomycine. > Bacillus Genetic Stock Center.
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2. LES MILIEUX DE CULTURE

2.1. LE MILIEU DE LANDY

2.1.1. Composition

La composition de ce milieu a été définie en 1948 par Landy : glucose, 20 g/L; acide
glutamique, 5 g/L; extrait de levure, 1 g/L, KoHPO4, 1 g/L; MgSQOy4, 0,5 g/L; KCI, 0,5 g/L;
CuSOs, 1,6 mg/L; Fe,(SO4);, 1,2 mg/L; MnSOy4, 0,4 mg/L. Le pH est ajusté a 7,0 avec une
solution de KOH 3M stérile. Il peut étre complété par des acides aminés spécifiques de
I’auxotrophie de la souche si nécessaire. Il peut étre aussi tamponné par de I’acide 3-[N-
morpholino]-propane sulfonique (MOPS) 0,1M, préalablement stérilisé par filtration a travers

une membrane de 0,2 um de porosité.

2.1.2. Solutions stocks

Pour assurer une reproductibilit¢ de la composition du milieu, des solutions
concentrées stériles sont réalisées.
La solution G contenant du glucose 20 X (400 g/L) et de 1’acide glutamique 20 X (100 g/L),
est ajustée a pH 8 par une solution de KOH 5 M et stérilisée par filtration a travers une
membrane de porosité de 0,2 um.
La solution E contenant de I’extrait de levure 20X (20 g/L) et du MgSO4 (7H,0) 20X (10
g/L) est stérilisée par autoclavage a 121°C durant 20 min.
La solution K contenant les sels de potassium 20X (K,HPO4, 20 g/L; KCI, 10 g/L) est
stérilisée par autoclavage a 121°C durant 20 min.
La solution O contenant les oligo¢léments 20X (CuSOa, 32 mg/L ; Fex(SO4);3, 24 mg/L ;
MnSO4, 8 mg/L) est acidifiée par du H,SO4 concentré a pH=I,8 et est stérilisée par
autoclavage a 121°C durant 20 min.
La recomposition d’un litre de milieu de Landy est donc réalisée en ajoutant 50 mL de chaque

solution concentrée et 800 mL d’eau distillée stérile.
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2.2. LEMILIEU B

La réalisation d’un litre de milieu B nécessite la préparation préalable d’une solution
de base, et d’une solution de complément ainsi que cinq autres solutions. Ces solutions seront
mélangées de manicre stérile (au bec Bunsen ou sous une hotte a flux laminaire) pour

I’obtention du milieu fini. La composition des ces solutions est la suivante :

- La solution de base : (NH4)>SO4 15 mM, 2g/L; MgSO,4 (7H,0) 8 mM, 2g/L; KCI1 27
mM, 2g/L; citrate de Na 7 mM, 2g/L, pour un litre; 100 mL de Tris-HCI 50 mM sont ajoutés.

- La solution de complément 100 X (K,HPO,, 8,1g/L; FeSOy4, 0,04 g/L; MnSOy, 0,169
g/L).

- La solution de CaCl, 500 X (0,1M). Ces trois solutions sont stérilisées par autoclavage
a 121°C pendant 20 min.

- La solution de glucose 20 X (20g/L).

- La solution d’acide glutamique 1,5 M (220g/L) est ajustée & pH 8 par une solution de
KOH 5 M.

- La solution de tryptophane 0,39 M (79,5 g/L) est préparée en ajoutant quelques
gouttes d’une solution de KOH 5 M jusqu’a dissolution totale du tryptophane.

- La solution de lysine 0,43 M (78,5 g/L). Ces quatre dernicres solutions sont stérilisées

par filtration a travers une membrane de 0,2 pm de porosité.

Un litre de solution B est alors préparé en complétant la solution de base par 10 mL de
solution complément, 2 mL de CaCl,, 10 mL de glucose, 3 mL d’acide glutamique, 2 mL de
tryptophane, 2 mL de lysine. Le pH est ajusté a 7 avec une solution de H,SO4 3M stérile.

Le milieu B est le plus souvent utilisé sous forme gélosée pour réaliser le test de swarming
(capacité a coloniser un milieu) ; 7g/L d’agar sont donc ajoutés a la solution de base

(Julkowska et al., 2005; Leclére et al., 2006).
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2.3. LES MILIEUX STERLINI-MANDELSTAM

Les milieux définis par Sterlini & Mandelstam (Sterlini et Mandelstam, 1969), sont
utilisés pour le test de sporulation. Deux milieux sont utilisés, un milieu dit riche et un milieu
dit pauvre. La composition du milieu riche est la suivante : hydrolysat acide de caséine, 8,6
g/L; KH,PO4, 1,36 g/L; NaySOs, 0,107 g/L; FeCls (6H20), 0,6 mg/L; NH4CI, 0,535 g/L;
NH4NO3, 0,096 g/L; MgSO,4 (7H,0); 0,0986 g/L, CaCl, (6H,0), 0,02 g/I; MnSO4 (4H,0),
0,022 g/L. Acide glutamique, 3,16 g/L; Alanine, 2,14 g/L; Asparagine, 1,2 g/L; Tryptophane,
0,02 g/L.

Tous ces ¢léments sont préparés séparément sous forme de solutions concentrées 20X et
stérilisés par autoclavage a 121°C durant 20 min, sauf pour les solutions d’acides aminés qui
sont filtrées a travers une membrane de 0,2 pm de porosité. La solution de FeCl; (6H,0) 20 X
est acidifiée avant stérilisation par du H,SO4 concentré jusqu’a pH=1,8. Un litre de milieu
riche est reconstitué a partir de ces différentes solutions et en ajustant le volume avec 350 mL

d’eau distillée stérile. Le pH est ensuite ajusté a 7,1 avec une solution de KOH 5 M.

La composition du milieu pauvre est la suivante : FeCl,, 0,046 mg/L; MgSOs, 4,8 g/L;
MnCl,, 12,6 mg/L; NH4Cl, 535 mg/L; Na,SO4, 106 mg/L; KH,PO4, 68 mg/L; NH4PO3, 96,5
mg/L; CaCly, 919 mg/L; Acide glutamique, 2 g/L; Tryptophane, 0,02 g/L. Tous ces ¢léments
sont préparés séparément sous forme de solutions concentrées 20X et stérilisés par
autoclavage a 121°C durant 20 min, sauf pour les solutions d’acides aminés qui sont filtrées a
travers une membrane de 0,2 um de porosité. La solution de FeCl, (6H20) 20X est acidifi¢e
avant stérilisation par de I’H>SO4 concentré jusqu’a pH=1,8. Un litre de milieu pauvre est
reconstitué a partir de ces différentes solutions et en ajustant le volume avec 500 mL d’eau

distillée stérile. Le pH est ensuite ajusté a 7,1 avec une solution de KOH 5 M.

2.4. LES AUTRES MILIEUX DE CULTURE : LB, MSI, SOC

D’autres milieux ont été utilisés lors des travaux de biologie moléculaire (Sambrook et
Russel, 2001). Des milieux trés nutritifs qui favorisent la croissance de la souche comme
le milieu Luria-Bertani (LB) et le milieu SOC ont été¢ régulierement utilisés. D’autres sont

spécifiques a une méthode. Les compositions de ces milieux sont les suivantes :
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Milieu LB : Tryptone, 10 g/L ; Extrait de levure, 5 g/L; NaCl, 10 g/L; pH 7,2. Le
milieu LB peut étre gélos¢, de I’agar est alors ajouté a 17 g/L. Stérilisation par autoclavage a

121°C durant 20 min.

Milieu SOB : Tryptone, 20 g/L; Extrait de levure, 5 g/L; NaCl, 0,5 g/L; KCl, 18,6 g/L;

pH 7,2. Stérilisation par autoclavage a 121°C durant 20 min.

Milieu SOC : ce milieu est semblable au miliecu SOB. Pour obtenir le SOC, il suffit
d’ajouter stérilement, apres autoclavage du milieu SOB, 0,5 mL de MgCl, 2M stérile et 2 mL

de glucose 1 M stérile.
Milieu PDA : c’est un milieu gélosé utilis¢ pour la culture des moisissures. Sa
composition est la suivante : Extrait de pomme de terre; 4 g/L, Glucose; 20 g/L, Agar-agar, 15

g/L; pH 7,0. Stérilisation par autoclavage a 121°C durant 20 min.

Milieu Spizizen Minimum Salts: ce milieu est utilisé¢ pour réaliser des dilutions des

cultures bactériennes lors du test de sporulation. La réalisation d’un litre de ce milieu
nécessite la préparation préalable de trois solutions. Ces solutions sont mélangées stérilement
pour I’obtention du milieu fini.

La composition de la solution de base est la suivante: (NH4)2SO4, 2 g/L; KoHPO,, 14 g/L;
KH,PO,, 6 g/L; citrate de Na (2H,0), 1 g/L; MgS0O4 (2H,0), 0,2 g/L. Cette solution est
réalisée avec 980 mL d’eau distillée, et ajustée a pH 7,0 avec une solution de KOH 5 M. Elle
est stérilisée par autoclavage a 121°C durant 20 min. Une fois la solution de base refroidie, 10
mL d’une solution de glucose a 500 g/L et 10 mL d’une solution de tryptophane a 5 g/L sont
ajoutés apres avoir été préalablement stérilisés par filtration a travers une membrane de 0,2

um de porosité.

Milieu chimiquement défini : (NH4),SO4, 1,98 g/L; Citrate de Na (CsHsN,307), 0,87
g/L; KoHPO4.(3H,0), 18,24 g/L; KH,PO4, 5,96 g/L; Glucose, 0,5 g/L; pH 7,2. Ce milieu est

stérilis¢ par autoclavage a 110°C durant 20 min.
Lorsque le milieu est gélosé, la préparation se fait en 2 étapes distinctes afin d’éviter
une complexation de I’agar-agar par les sels de phosphate. La composition du milieu est

concentrée 2 fois dans un premier flacon.
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Un autre flacon d’agar concentré 2 fois est également préparé. Lorsque ceux-ci sont
autoclavés, le mélange des 2 flacons est effectu¢. Du tryptophane a 16 mg/L peut étre ajouté

apres avoir été stérilisé par filtration a travers une membrane de 0,2 um de porosité.

Milieu MS1 : Ce milieu est utilisé lors d’une transformation par compétence naturelle.
Il est réalisé a partir du milieu chimiquement défini : a2 10 mL de milieu chimiquement défini,
il faut ajouter : 100 uL de glucose, 500 g/L; 40 uL d’hydrolysat acide de caséine, 50 g/L; 200
pL d’extrait de levure, 50 g/L; 6,7 pL. de MgSO4, 1 M; 50 pL de tryptophane, 50 mM ; pH
7,2. Toutes ces solutions sont préparées séparément et stérilisées par autoclavage a 121°C
durant 20 min sauf pour les solutions de glucose et de tryptophane qui sont filtrées a travers

une membrane de 0,2 um de porosité.

Milieu MS2 : Ce milieu est utilisé lors de la deuxiéme étape d’une transformation par
compétence naturelle, il est réalisé a partir du milieu MS1 : & 10 mL de milieu MS1, ajouter :
50 pL de CaCl,, 50 mM et 25 pL de MgCl,, 1 M. Ces solutions sont préparées séparément et

stérilisées par autoclavage a 121°C durant 20 min.

2.5. LES MARQUEURS DE SELECTION ANTIBIOTIQUES

En fonction de la souche utilisée et de la résistance de celle-ci a certains antibiotiques,
dans les milieux décrits ci-dessus peuvent étre ajoutés des antibiotiques (Sigma-Aldrich). Les
plus couramment utilisés sont I’ampicilline (Ap ; 50pg/mL), la néomycine (Nm ; 20pg/mL),
le chloramphénicol (Cm ; 5 pg/mL) et la spectinomycine (Spc ; 100 pg/mL). Ces solutions

sont préparées puis filtrées a travers une membrane de 0,2 um de porosité.
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3. TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

3.1. EXTRACTION D’ADNG

Les extractions d’ADNg sont réalisées grace au kit Promega « Wizard® Genomic

DNA Purification Kit » (Promega, Madison, U.S.A.) selon le protocole fourni par le fabricant.

3.2. LA POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

La réaction en chalne par polymérase (PCR est l'abréviation anglophone) est une
méthode d'amplification génique in vitro, qui permet de copier en grand nombre une séquence
d'ADN ou d'ARN connue, a partir d'une faible quantité d'acide nucléique et
d’oligonucléotides (amorces) spécifiques a la séquence a amplifier.

Ces oligonucléotides sont ¢laborés a ’aide du logiciel Primer 3 a partir des séquences
publiées du génome de B. subtilis 168 (PubMed Gene NC _000964.2). Ces oligonucléotides
sont fabriqués par Eurogentec (Angers, France). L’ensemble de ceux-ci est list¢ dans le
Tableau 5, page 68 et leTableau 6, page 69, en fonction de 1’application dans laquelle ils ont

été utilisés.

Tableau5  Amorces PCR utilsées pour les constructions génétiques

Amorces Tm (°C) Séquence des amorces
P4 sens 5’-GACAAAAATGTCATGAAAGAATCG-3’
P4 antisens 58°C  5’-GGGTAAAAAGTTATTTCCATATTGTC-3’
sfp sens 5’-CTGCCTGAATTATGCTGTGG-3’
sfp antisens 55°C 5’-TCGCTGAGGCTACATCAAG-3’
hxIR1 sens 5’-CTTCCGGGATGTTGACGAGGTC-3’
hxIR1 antisens 52°C 5’-AAAGACACCCTTGCGAAGAGCG-3°
srfAAI sens 5’-AAGATTAGGGGAGGTATGAC-3’
srfAAIB sens 55°C 5’-TTTAATAGCGGCCATCTG-3’
srfAAI antisens 5’-GAAGTGTCTTCATCAGATCC-3’
ppsAI sens 5’-CTGGAGGGAATCCGTTGAG-3’
ppsAI antisens  61°C 5’-TACTGTACCGGCAAAACC-3’
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Le protocole utilis¢ pour I’amplification est standard, seule la température
d’hybridation varie selon le Tm (température de demi-dénaturation) calculé a partir du
logiciel Primer 3 lors de la détermination des amorces. L’appareil de PCR utilisé est le «
Eppendorf Mastercycler Personal » (Eppendorf, Hamburg, Allemagne). Les PCR ont été
réalisées avec la Tag ADN polymérase « Arrow » (5 U/uL) de MP Biomedicals (Illkrich,
France). L’amplification est réalisée en procédant au mélange suivant : 5 L d’ADNg a
environ 100 ng/mL, 5 pL de tampon Taq, 1 pL de dNTPs 100 pM, 2,5 uL de chaque amorce
(sens et antisens) 20 uM (Eurogentec), 0,4 pL de Taq polymérase, qsp 50 puL avec H,O,
exempte de nucléase. Le programme PCR utilisé consiste en 2 min de dénaturation a 90°C,
puis 30 s de dénaturation a 90°C, 1 min a la température d’hybridation, 2 min d’¢élongation a

72°C, ces trois dernicres étapes étant répétées sur 29 cycles et enfin 5 min d’élongation finale

a72°C.
Tableau 6 Amorces PCR utilisées pour les vérifications des constructions
amyE sens 5’-CTTCGGTATGTGATTGTGAAGC-3’
amyE antisens 60°C  5’-GCAGACAATATCAGCATCCTTG-3’
hxIR2 sens 5’-CTGCGCCTTTAATCGTTGC-3’
srfAA2 antisens 54°C  5’-CGTCATGTCCTTACGGTAGCTC-3’
P,epuneo sens 5’-CGCGAATTCGATTAAGATTAGG-3’
srfAA3 antisens 60°C 5’-TCCTTCATCCGGTCTTTGAC-3’
spcl sens 5’-TATATACGGTGAGTGGCTCAGG-3’
ppsA2 antisens  60°C  5’-GATATGCTGCAGCTAAATCCTC-3’
acch sens . 5’-TCAATTGCTTTAATCAGCTCGTG-3’
efp antisens e 5’-TCAATACATCAGACGGTTCTTACG-3’

3.3. QUANTIFICATION DES ARN TOTAUX CHEZ B. SUBTILIS
3.3.1. Le blocage du transcriptome

Le blocage du transcriptome est une opération délicate, réalisée sur les cultures de B.
subtilis grice au kit Ambion « Ribo-Pure Bacteria® » (Applied Biosystems, Foster City,
U.S.A.). Des échantillons sont réalisés sur des cultures de B. subtilis 168 et de ses dérivés a
différents ages de la culture. Dans le but de bloquer le transcriptome, un volume de culture
correspondant a 5 x10° cellules est prélevé aprés 4, 6 et 7 générations, ainsi qu’aprés 24 h de

culture.
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L’échantillon est traité par une solution saline de RNALater (Ambion) (v/v) dans un tube
Eppendorf ou Falcon trait¢ par rayonnement contre les RNases. Aprés passage au vortex
pendant 10 s et centrifugation pendant 10 min a 11 000 x g a -9°C, le surnageant est éliminé
et le culot est repris par 0,5 mL de solution RNALater. Les culots sont placés 24 h a 4°C puis

sont conserveés a -80°C.

3.3.2. L’extraction des ARN

L’extraction des ARN totaux (Guez et al., 2008) est réalisée a partir des culots
bactériens obtenus au § 3.3.1 (page 69). Les cellules, conservées dans 0,5 mL de RNALater
sont centrifugées 1 min a 12000 x g puis remises en suspension dans 350 pL. d’une solution
de RNAWiz qui contient du phénol (Ambion). Ceci permet la fragilisation des cellules, la
dissolution des composants cellulaires, 1’inhibition des RNAses et la stabilisation des ARN.
Ensuite, les cellules sont transférées dans un tube contenant 250 pL de billes de zirconium
puis lysées par passage au Mixer1000 pendant 10 min. Le lysat est centrifugé 5 min a 12000 x
g a 4°C, puis les billes de zirconium sont éliminées. Du chloroforme (0,2 vol) est ajouté au
lysat cellulaire et le mélange est incubé 10 min a température ambiante. Apres centrifugation
5 min a 12000 x g a 4°C, la phase aqueuse est récupérée et de 1’éthanol 100 % est ajouté (0,5
vol). L’ARN est purifié par passage de la solution a travers une colonne de silice fournie dans
kit Ambion, puis par lavage avec 700 pL de solution de lavage 1 et 2x250 pL de solution de
lavage 2 et 3. Les ARNSs sont élués par 50 pL de la solution d’¢lution préchauffée. Enfin, un
traitement a la DNAse I est réalisé et 1’éluat est incubé 30 min a 37°C. Le réactif
d’inactivation de la DNase est alors ajouté a raison de 20% du volume. L’échantillon est mis a
incuber 2 min a température ambiante, centrifugé 1 min a 12000 x g et finalement transféré
dans un tube exempt de RNAses. Les ARN totaux sont conservés a -20°C dans de 1’éthanol

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

A la fin de chaque extraction d’ARN, un controle de la quantité et de la qualité des
ARN extraits est effectué. La concentration de matériel extrait est estimée par une mesure
d’absorbance a 260 nm a I’aide d’un spectrophotometre ND-1000 (Nanodrop, Thermo
Scientific, Wilmington, U.S.A.) mesurant les absorbances sur un volume d’échantillon de 1
puL. L’évaluation de la contamination de 1’échantillon par des protéines est effectuée par

mesure du rapport d’absorbance 260/280 nm.
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Un rapport supérieur ou égal a 2 est signe d’une trés bonne qualité. L.’évaluation de la
contamination de 1’échantillon par des solvants organiques, des sels et des protéines est

effectuée par mesure du rapport d’absorbance 260/230 nm.

3.3.3. La transcription inverse

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

ND-1000. Dix pg d’ARN totaux sont rétrotranscrits.

Le mélange réalisé pour la transcription inverse (volume final de 40 pL) a la
composition suivante : tampon Pol 5X (Applied Biosystems); 0,1 pmole d’amorces
spécifiques de B. subtilis 168 (Primer mix, Eurogentec) ; 3,3 mM de chacun des
oligonucléotides dATP, dGTP, dTP et dTTP (1 mM) ; 0,1 M de dithiothréitol (DTT) ; 1 uL. de
RNasin (Promega) et d’eau milli-Q exempte de RNase. Le tout est incubé a 65°C pendant 5
min, puis a 42°C pendant 5 min. 200 unités de polymérase superscript II (Applied
Biosystems) sont ajoutées au mélange. L’ensemble est ensuite incubé a 42°C pendant une

heure, puis 200 unités de polymérase superscript II sont & nouveau ajoutées.

L’incubation est renouvelée pendant 1 h. La transcription inverse est arrétée par ajout
de 20 pL d’une solution de NaOH 0,1 M contenant de '"EDTA 2 mM ; I’ensemble est mis a
incuber a 65°C pendant 30 min. Le tout est neutralis¢é par 20 pL d’HCl 0,1 M. Les
échantillons sont alors purifiés sur colonne a 1’aide du kit «Qiaquick PCR purification »
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Enfin, de nouvelles mesures a 260 nm, 550 nm et 650 nm sont
réalisées avec le NanoDrop ND-1000 dans le but de déterminer la quantit¢é d’ADN

complémentaire formée.
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3.3.4. La quantification de I’expression d’un gene

A partir des ARN extraits et retrotranscrits précédemment, des PCR ont été réalisées
avec des couples d’amorces sens et antisens spécifiques d’une partie du geéne a quantifier

(listées dans le Tableau 7, page 72).

Le mélange de PCR est réalisé avec les réactifs suivants : ADN, 0,5 puL; tampon 10X,
2,5 uL; ANTP (2,5 mM), 1 pL; MgCl, (25 mM), 1,5 pL; amorce sens, 0,5 uL; amorce
antisens, 0,5 puL; 25 pLL H>0. 0,2 pL. de Taq Gold (5U/uL, Applied Biosystems) sont ensuite
ajoutés au mélange. Les conditions d'amplification ont été de 5 min a 94°C, suivi de 25 cycles
de 30 s a2 94°C, 30 s a4 56°C, 60 s a 72°C et un cycle a 72°C pendant 5 min avant de conserver
les produits PCR a 4°C. Les produits PCR sont alors déposés sur un gel d’agarose a 1,5%, et
observés, aprés migration, sur un transilluminateur UV GelDoc et les bandes ont été
quantifiées grace a I’outil de quantification d’intensité¢ du logiciel Quantity One Quantitation

Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, U.S.A.).

Les intensités sont normalisées par rapport a celles obtenues avec les 330 pb
amplifiées du gene rplL qui est un geéne de structure chez B. subtilis, codant pour la protéine

ribosomique L12.

Tableau 7  Amorces PCR utilisées pour la PCR comparative

rplL sens 5’-GCTTCCGTTAAAGAAGCAACTG-3’
rplL antisens 55°C  5’-AGAAGCGCCAACTTCTTCAA-3’
srfAA sens 5’-ACCCTTTAACGGATGCACAA-3
srfAA4 antisens 50°C  5’-CCGGCTCCATTGTGAAATAA-3’
comsS sens 5’-CGATCAGGCAAGCATCTTATC-3’
comS antisens 55°C  5’-CCCTCCAGCAGAAGTACAGC-3’
comK sens 5’-TGCAAATTGTCGACAGAAGC-3’

comK antisens 55°C  5’-CGCTCTTCTTTCGGGTACAG-3’
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3.4. L’EXTRACTION DE PLASMIDES

3.4.1. Utilisation de la technique du « boiling »

L’extraction des plasmides de cellules par la méthode de « boiling » (Holmes et
Quigley, 1981) n’est pas une méthode trés « propre » car elle a tendance a laisser des traces
d’ADN chromosomique. Par contre, elle a I’avantage, contrairement aux kits fournis, d’étre
peu onéreuse. Cette méthode est utilisée lorsque le nombre de transformants a tester est

supérieur a 10.

Cette technique nécessite 1’utilisation d’une solution spécifique dont la composition
est la suivante : Saccharose, 8%; Triton X-100, 0,5% ; EDTA, 50 mM ; Tris-HCI 10 mM pH 8.
Cette solution de « boiling » est stérilisée par autoclavage a 121°C pendant 20 minutes.
Le protocole de la technique est le suivant : mettre dans un tube a centrifuger 5 mL de culture
d’une nuit dans du LB+ATB et centrifuger 10 minutes a 10,000 x g, jeter le surnageant. Le
culot est ensuite repris dans 350 pL de solution de « boiling ». Puis 25 pL de solution de
lysozyme a 10 mg/mL sont ajoutés (préparé extemporanément). L’ensemble est placé dans de
I’eau bouillante pendant 90 s. Le tube est ensuite centrifugé 20 min a 13,000 x g.
Le culot est alors éliminé. Puis 44 pL d’acétate de sodium 2 M et 440 pL d’isopropanol sont
ajoutés au surnageant. Le tout est centrifugé 20 min a 13,000 x g.
Le culot est lavé par 500 uL. d’éthanol 70%. Aprés séchage a ’air, le culot est suspendu dans
du tampon ToE; (Tris-HCL, 10 mM ; EDTA, 1 mM ; pH 8). L’ADN extrait peut étre analysé

en gel d’agarose a 0,7 %.

3.4.2. Utilisation de la Miniprep

La Miniprep tient son nom du kit Qiagen « QIAprep Spin Miniprep Kit » qui lui
correspond. C’est une technique rapide d’extraction de plasmides a partir de quelques mL de
culture. Pour obtenir une quantité de plasmides plus importante, la technique de la Maxiprep
peut étre utilisée a partir d’une culture de 50 mL. Elle se réalise grace au kit d’extraction

« QIAfilter® Plasmid Maxi Kit » (Qiagen) selon le protocole fourni.
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3.5. ENZYMES ET KIT DE PURIFICATION

Les enzymes de restriction utilisées, I’ADN-polymérase 1 d’E. coli, et la T4 DNA-
ligase proviennent de Fermentas (Fermentas, Burlington, Canada). Une autre enzyme de
ligation, la ligase Takara (Takara Bio Inc, Shiga, Japon) est parfois utilisée. Les fragments
d’ADN purifiés en gel d’agarose a 0,8% (Euromedex, Souffelweyersheim, France) sont
extraits par « QIAquick Gel Extraction Kit » selon le protocole fourni (Qiagen). Apres les
réactions enzymatiques, ’ADN plasmidique a été purifié, si nécessaire, par « MinElute
Reaction Cleanup Kit » selon le protocole fourni (Qiagen). Apres digestion enzymatique d’un

plasmide, celui-ci peut étre traité a la phosphatase alcaline de crevette (Fermentas).

3.6. LE CLONAGE PLASMIDIQUE

Le clonage plasmidique est utilis¢ lors de I’insertion d’un fragment d’ADN au sein
d’un vecteur. Ces fragments peuvent étre issus d’'une PCR ou d’une digestion enzymatique
d’un autre plasmide par des enzymes de restriction. Les fragments amplifiés par PCR sont
clonés dans le plasmide pGEM-T Easy (Promega), plasmide linéaire possédant une
désoxythymidine débordant a chaque extrémité 5’ et permettant le clonage de produits de
PCR. Ce plasmide n’est réplicatif que chez E. coli. Il posséde une cassette de résistance a
I’ampicilline ainsi qu’un site multiple de clonage au niveau du géne /acZ.

Afin d’optimiser le clonage, les produits de PCR obtenus ont été préalablement adénylés en 5’

par un traitement a la Taq polymérase (5 unités par pL) pendant 30 min a 72°C.

Aprés ligature et transformation par choc thermique de la souche E. coli JIM109
(souche et protocole fournis par Promega), la sélection des clones possédant le plasmide
recombiné est réalisée sur milieu LB complété avec de 1’ampicilline (50 pg/mL), du X-Gal (8
mg/L) et de I'IPTG (80 pg/L). Seuls sont sélectionnés les clones blancs. Afin de connaitre
I’orientation des fragments au sein du plasmide pGEM-T Easy, des extractions de plasmides
par la méthode « boiling » sont réalisées et des tests par restriction sont effectués. Les
plasmides qui en résultent sont extraits et purifiés avec le kit Plasmid MiniPrep (Qiagen). Les
contrbles par électrophorése sont réalisés en gel d’agarose a 0,7%. Les fragments issus de
digestion enzymatique sont extraits du gel d’agarose comme indiqué § 3.5 (page 74), puis
ligaturés avec un plasmide possédant des extrémités cohésives préalablement digéré aux

mémes sites de restriction que ceux du fragment, ou a des sites compatibles.
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Pour ligaturer 2 fragments ensemble afin de créer un plasmide, il faut tout d’abord
quantifier ceux-ci en gel d’agarose. Ensuite, il faut effectuer le calcul donnant la quantité
d’insert par rapport au vecteur pour un rapport 1 a 3 (voir ci-dessous), en considérant que le
vecteur sera le plus grand des fragments. Le rapport 1 a 3 a été déterminé empiriquement. 11
semblerait qu’une ligature ait le plus de chance de fonctionner lorsque ce rapport entre ’insert

et le vecteur est respecté. Ce rapport est calculé selon 1’équation 1.

taille del'insert

x 3 x ng devecteur /| ul = ng d'insert pourun rapport1:3 (1)
taille du vecteur

Afin d’éviter la recirculation sur lui-méme du vecteur, celui-ci peut étre traité a la
phosphatase alcaline selon le protocole suivant: 16 uL de plasmide; 2 uL. de phosphatase
alcaline de crevette (Fermentas); 2 uL de son tampon 10X. Le tout est incubé 30 min a 37°C.
La phosphatase est ensuite désactivée par ajout de 3 uL d’EDTA 50 mM et par incubation 30
min a 65°C. Afin d’enlever les traces de ce mélange réactionnel, 1’échantillon est ensuite

nettoyé grace au kit « MinElute Reaction Cleanup Kit » (§ 3.5, page 74).

Pour effectuer une ligature avec la T4 DNA Ligase (Fermentas), voici les quantités
requises des différents constituants : pour un volume final de 20 pL, on ajoutera: 1 uL de
vecteur; x puL d’insert (fonction de la réponse trouvée au rapport 1/3) ; 2 uL de T4 DNA
ligase ; 2 pL de tampon pour T4 ; gsp en eau milli-Q. Le tout sera incubé une nuit a 16°C ou 2

ha25°C.

Pour une ligature en utilisant la ligase Takara (Takara): 1 pL de vecteur; x pL d’insert
(fonction de I’équation 1); x + 1 uL de Takara (contenant son propre tampon). De méme

I’incubation est d’une nuit a 16°C ou de 2 h a 25°C.

3.7. ELECTROPHORESE EN GEL D’AGAROSE

L’¢lectrophorése en gel d’agarose est réalisée pour la vérification et la quantification
de ’ADN extrait, qu’il soit sous forme plasmidique ou non. L’analyse qualitative permet,
grace a un marqueur de taille, de pouvoir sélectionner un fragment d’ADN de taille voulue,
afin par exemple de vérifier I’orientation d’un fragment a I’intérieur d’un plasmide ou tout

simplement pour récupérer un fragment déterminé et 1’extraire par la suite (§ 3.5, page 74).
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L’analyse quantitative en gel d’agarose permet, quant a elle, de pouvoir déterminer par
approximation la concentration de matériel génétique dans notre échantillon en le comparant
aux intensités du marqueur de taille qui est étalonné en concentration. Elle s’effectue dans un
gel d’agarose a 0,7 % pour les fragments d’une taille supérieure a 1 kb et de 1 a 1,5% pour les
fragments inférieurs a 1 kb. La migration s’effectue a 110 V pendant une heure dans du
tampon Tris Borate EDTA 0.5X pH 8,3, prépar¢ a partir d’une solution concentrée 5X dont la
composition pour un litre est la suivante : Tris 445 mM; acide borique 445 mM; EDTA 12,5
mM.

Le gel d’agarose est préparé en dissolvant I’agarose dans le volume correspondant de
tampon TBE (0.5X). Le tout est ensuite chauffé¢ quelques minutes au four micro-ondes pour
dissoudre 1’agarose. Aprés un léger refroidissement, un volume correspondant a 1/5000 de
bromure d’éthidium est ajouté avec précaution. Le gel est enfin coulé dans le support prévu a
cet effet en n’oubliant pas d’insérer auparavant le peigne destiné a la création des puits. Une
fois solidifié, le gel est déposé dans la cuve d’électrophorese et 10 pL. d’échantillon, mélangés
a 2 uL de tampon de charge (Saccharose, 50% ; EDTA, 50 mM ; Bleu de bromophenol 0,01
%; Urée, 4 M), sont déposés dans chaque puits.

Un marqueur de poids moléculaire est aussi déposé dans un des puits comme référence afin
d’estimer la taille du ou des fragments contenus dans les échantillons et éventuellement leur
concentration. Les marqueurs de poids moléculaire utilisés dans ces travaux sont:
O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas), Smart Ladder, Smart Ladder SF (Eurogentec), A
HindIIl (stock du laboratoire). Le détail de ces marqueurs est présenté¢ en annexe I. Les
résultats sont lus a I’aide de I’appareil GelDoc de Bio-Rad. L’analyse se fait a 1’aide du

logiciel Quantity One (version 4.1.1) et les photos sont exportées au format TIFF.

3.8. LES TECHNIQUES DE TRANSFORMATION

3.8.1. Préparation des plasmides

Le plasmide utilisé dans une transformation peut étre préparé de différentes manieres
afin de multiplier les chances de réussite de cette dernicre. Il peut étre utilisé sous sa forme
circulaire native ou sous forme linéaire apres digestion enzymatique au niveau d’un site de
restriction unique. Enfin, il peut étre sous une forme amplifiée aprés traitement avec le kit
« Templiphi DNA amplification » (GE-Healthcare Europe GmbH, Munich, Allemagne) selon

le protocole fourni.
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3.8.2. Préparation des cellules

Afin de rendre les cellules transformables, les cellules d’E. coli JIM109 sont préparées
par la méthode au chlorure de rubidium (RbCI). Ce traitement va permettre de rendre les
cellules compétentes et de les conserver relativement longtemps a une température de -80°C.
Le protocole de préparation nécessite 1’utilisation de deux solutions tampon dont la
composition pour un litre est la suivante:

Tampon 1: Acétate de potassium, 2,91 g/L ; RbCl, 12 g/L ; CaCl, (2H20), 1,46 g/L, MnCl,
(4H,0), 9,88 g/L; Glycérol 15 %, 150 mL. Le pH est ajusté a 5,8 avec de I’acide acétique 200
mM.

Tampon 2: PIPES, 3 g/L; RbCl, 1,25 g/L; CaCl, (2H,0), 11 g/L, Glycérol 15 %, 150 mL.

Les tampons 1 et 2 sont stérilisés par autoclavage a 121°C pendant 20 min et conservés a 4°C.

La souche est tout d’abord isolée sur milieu gélos¢ LB + MgSO4 10 mM et incubée
une nuit a 37°C. Une colonie est alors reprise pour ensemencer une premiere culture, appelée
P1, dans 5 mL de milieu SOB préchauffés (37°C) et incubée a 37°C sous forte agitation
jusqu’a une DOggo = 0,3. Ensuite 2,5 mL de P1 sont prélevés pour ensemencer P2, contenant
50 mL de SOB préchauffés et incubés a 37°C sous forte agitation jusqu’a une DOgo = 0,4
(cela peut prendre 2 a 4 h selon la souche). La culture est alors refroidie dans la glace et
centrifugée 5 min a 5 000 x g (refroidir préalablement le rotor a 4°C). Le culot est repris par
16 mL de tampon 1 froid et laissé 5 min dans la glace. Une nouvelle centrifugation de 5 min a
5000 x g et a 4°C est nécessaire. Puis le culot est remis en suspension dans 4 mL de tampon 2
froid et laissé 15 min dans la glace. Enfin la préparation est répartie en fractions aliquotes de

200 pL dans des tubes Eppendorf froids et conservée a -80°C.

3.8.3. Transformation par choc thermique

Ce type de transformation est le plus souvent utilis¢é pour intégrer un plasmide
réplicatif dans E. coli. Les manipulations s’effectuent dans la glace. Tout d’abord il faut faire
décongeler dans la glace le tube des cellules d’E.coli IM109 pendant 10 min (provenant de
Promega ou de parties aliquotes préalablement préparées par la méthode au RbCI) et
centrifuger un trés court moment (« short spin ») les tubes issus de la ligation (afin de ramener

la totalité au fond du tube).
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Puis quelques pL de la ligation sont placés dans les tubes Eppendorf avec 50 uL d’E.
coli. Le tout est mélangé doucement et laiss¢ 20 min dans la glace. Le choc thermique est
alors réalisé en mettant les tubes 90 secondes a 42°C sans agiter puis 2 min dans la glace.
Enfin, 950 pL de milieu SOC sont ajoutés et incubés 1 h 30 min a 37°C sans agitation. Apres
incubation, la suspension est étalée sur milieu LB gélosé + ATB a raison de 200 pL/boite. Le

tout est incubé 1 nuit a 37°C.

3.8.4. Transformation par compétence naturelle

Cette technique est utilisée pour la transformation de B. subtilis et plus
particulicrement avec la souche 168 qui est une souche naturellement compétente.
Premierement, 5 mL de milieu MS1 sont ensemencés a DOgop = 0,7 a partir d’un isolement
frais de la souche. La culture est incubée pendant 5 h a 37°C. Deuxi¢émement, la culture est

diluée au 10°™ de volume dans du milieu MS2 et incubée pendant 90 min a 37°C.

Enfin, environ 100 ng d’ADN plasmidique sont ajoutés a 100 pL de cellules
compétentes. Le mélange est incubé 30 min au bain-marie a 37°C. Les cellules sont ensuite
étalées sur un milieu LB gélosé contenant les antibiotiques nécessaires a la sélection des

clones recombinants.

3.8.5. Transformation par électroporation

Cette technique est utilisée en présence d’une souche récalcitrante aux autres
techniques de transformation. Premi¢rement, une fiole contenant 10 mL de LB est inoculée a
partir d’un isolat frais et incubée une nuit sous agitation a 37°C. Puis, 1 mL de cette culture
est utilisé pour inoculer 50 mL d’une nouvelle culture de LB qui sont incubés environ 5 h a
37°C avec agitation jusqu’a la phase logarithmique tardive (DOggo = 1). Un prélévement de 20
mL de cette culture est réalisé dans un tube a centrifuger stérile (Falcon) et refroidi dans la
glace. Le tout est centrifugé a 2300 x g pendant 10 min a 4°C. Puis le surnageant est retiré et
le culot cellulaire est doucement remis en suspension dans 20 mL de MEB glacé. Le tout est a
nouveau centrifugé a 2300 x g pendant 10 min a 4°C. Cette étape est effectuée une seconde
fois comme décrit ci-dessus. De méme, le surnageant est retiré et le culot cellulaire est remis
en suspension dans 1 mL de MEB glacé, transféré dans un tube stérile de 1,5 mL pré-refroidi,

puis centrifugé a 2300 x g pendant 5 min a 4°C.
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Apres retrait du surnageant, le culot cellulaire est doucement remis en suspension dans
100 pL de MEB et 150 ng d’ADN plasmidique sont mélangés avec 100 pL de cellules, et le
tout est incubé dans de la glace pendant 5 min avant électroporation. Le mélange est alors
placé dans une cuvette d’électroporation pré-refroidie d’épaisseur utile 0,2 cm, et soumis a
¢lectroporation. Les parametres de 1’appareil Gene Pulser Bio-Rad sont 25 pF, 200 Q, 2,5 kV
(12,5 kV/cm). Immédiatement apres la décharge du capaciteur a travers les cellules, 900 uL
de SOC sont ajoutés a température ambiante directement dans la cuvette, et mélangés
doucement. Les cellules sont enfin transférées dans le tube d’origine, incubées 1 h a 37°C et
¢talées sur du milieu LB préchauffé contenant le(s) antibiotique(s) approprié(s). Le tout est

incubé 24 h a 37°C.

La composition d’un litre de tampon MEB est la suivante : HEPES, 240 mg/L; MgCl,
(6H,0), 203 mg/L. Le pH est ajusté a 7,0. Stérilisation par autoclavage a 121°C pendant 20

min et conservation a 4°C.

3.9. LA VERIFICATION DES CONSTRUCTIONS GENETIQUES

Différentes stratégies existent pour vérifier des constructions génétiques. Lors de la
construction d’un plasmide, sa présence est vérifiée par électrophorése en gel d’agarose a
0,7%, apres extraction de ce dernier comme décrit précédemment (§. 3.4, page 73). De méme,
afin de connaitre ’orientation des fragments au sein du plasmide, des digestions par des

enzymes de restriction sont effectués.

Lors de la construction d’une souche par recombinaison homologue ou recombinaison
de type Campbell, I’insertion du fragment désiré dans le génome est vérifiée par amplification
PCR en utilisant les couples d’amorces situés en dehors de la séquence plasmidique et listés
dans le Tableau 6, page 69. Enfin, pour s’assurer qu'une séquence amplifiée par PCR et
insérée au sein d’un plasmide ou d’un génome ne contient pas de mutations, un séquengage
du plasmide ou d’un fragment d’ADNg a été réalisé par Congenics Genome Express (Meylan,
France). Afin de s’assurer de la stabilité de la construction, 10 repiquages successifs au cure-
dents sont réalisés sur LB gélosé avec 100 colonies d’un méme transformant, puis un dernier
repiquage, sur LB contenant I’antibiotique de sélection. La stabilité de la construction est
alors mesurée en comptant le nombre de colonies ayant conservé la résistance a I’antibiotique.

Pour I’ensemble de nos souches une stabilité des inserts allant de 94 a 100% est observée.
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4. STRATEGIES D’OPTIMISATION MOLECULAIRE DE LA SYNTHESE DE SURFACTINE

CHEZ B. SUBTILIS.

Dans cette étude, des modifications génétiques de B. subtilis 168, dont le génome est
entierement séquencé (Kunst e al., 1997), ont été effectuées dans le but d’obtenir une souche

mono-productrice constitutive de surfactine. La stratégie mise en ceuvre a été la suivante :

* La synthese de lipopeptides a été rétablie chez B. subtilis 168 par insertion du gene sfp
provenant de la souche ATCC 21332.

* Les forces du promoteur natif Py et du promoteur constitutif Py, provenant de
Staphylococcus aureus ont tout d'abord été comparées chez B. subtilis grace a une

fusion de ceux-ci avec le gene lacZ.

* Le remplacement du promoteur natif de I’opéron srf4 par P,y a ensuite été entrepris
a deux endroits différents en amont de la premi¢re ORF de l'opéron srf4 chez B.

subtilis 168 et dans son dérivé Sfp’, BBG111.

* Ensuite, la synthése de plipastatine a été interrompue dans les différentes souches

mutantes par interruption du geéne ppsA.

* Enfin chez certains dérivés, une interruption du géne spolllA a également été réalisée.

Pour toutes les manipulations qui suivent, I’ADN génomique total des souches B.
subtilis 168 et ATCC 21332 est extrait comme décrit précédemment (§ 3.1, page 68). Le
criblage des plasmides répliqués chez les différents transformants d’E.coli est réalisé selon la
méthode du « boiling » (§ 3.4.1, page 73). Les transformations d’E. coli sont réalisées par
choc thermique (§ 3.8.3, page 77). B. subtilis 168 est transformée soit par la méthode de la
compétence naturelle, soit par électroporation (§ 3.8, page 76). Les amplifications PCR sont
réalisées avec les amorces listées dans le Tableau 5, page 68, comme décrit précédemment (§

3.2, page 68).
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Toutes les cassettes générées par PCR sont purifiées et quantifiées a partir d’un gel
d’agarose a 1% comme décrit précédemment (§ 3.5, page 74). Tous les plasmides utilisés
pour réaliser les différentes transformations de B. subtilis 168, qu’ils soient extraits d’E. coli
ou digérés par des enzymes de restriction sont tout d’abord purifiés et quantifiés en gel
d’agarose et préparés comme décrit précédemment (§ 3.4, page 73; § 3.8.1, page 76).

Les transformants sont sélectionnés sur LB gélosé contenant les antibiotiques requis et
incubés a 37°C pendant 48 h. Les modifications génétiques sont démontrées par PCR (§ 3.9,

page 79).

4.1. RETABLISSEMENT DE LA SYNTHESE DE LIPOPEPTIDES CHEZ B. SUBTILIS 168 (BBG111)

Apres extraction de I’ADN génomique de la souche B. subtilis ATCC 21332 (§ 3.1,
page 68), le gene sfp est amplifié par PCR en utilisant les amorces sfp sens et antisens. Le
fragment est alors extrait du gel d’agarose (§ 3.5, page 74) et cloné dans le plasmide pPGEM-T
Easy. Apres ligature, le plasmide est introduit dans la souche E. coli IM109.

Le plasmide pGEM-T Easy contenant le fragment sfp (4139 pb), porté par la souche d’E. coli
EBGI121, a été¢ dénommé pBG115. Afin de connaitre 1’orientation du géne sfp dans le pPGEM-

T Easy, une analyse par restriction a I’aide de 1’enzyme 7atl est effectuée.

La cassette sfp est ensuite extraite du plasmide pBG115, puis clonée dans un plasmide
dérivé de pDG1661, appelé pBG128 (7236 pb). Ce dernier porté par la souche E. coli
EBGI125, a ¢été préalablement délété du fragment spoVG-lacZ aprés 1’action de 1’enzyme
Pvull et religaturé sur lui-méme. Les plasmides pBG115 et pBG128 sont digérés par EcoRI et
le fragment sfp provenant de pBG115 est cloné dans pPBG128 (§ 3.6, page 74).

Le plasmide pBG129 (8378 pb), porté par la souche E. coli EBG134, résultant de
I’intégration du fragment sfp dans pBG128 est vérifi¢ par digestion enzymatique avec EcoRI
et Hindlll afin de vérifier I’orientation du fragment sfp. Linéarisé par X#ol, il a ensuite servi a
transformer B. subtilis 168 et a permis ’intégration de sfp au locus amyE par recombinaison
homologue. Les transformants sont sélectionnés sur LB + Cm (5 ug/mL) et vérifiés par
amplification PCR du locus amyE et par repiquages successifs (§ 3.9, page 79). Le

transformant obtenu a été dénommé BBGI111.
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4.2. COMPARAISON DE LA FORCE DES PROMOTEURS Pgpy ET Prepy CHEZ B. SUBTILIS 168

Afin de comparer la force des promoteurs Py, et Prpu che, B. subtilis 168, ceux-ci ont
été¢ fusionnés avec le géne lacZ, codant pour la (-galactosidase. Ainsi I’activité de cette

derniére permettra de comparer la force des deux promoteurs.

4.2.1. Construction de la souche BBG127

Pour la construction du plasmide dérivé de pDG1661, qui servira a I’insertion du
promoteur Py, fusionné avec le géne lacZ, au sein du génome de B. subtilis 168 par

recombinaison homologue avec le locus amyE, les étapes suivantes ont été réalisées.

Tout d’abord le plasmide pDG1661 (10156 pb) est extrait d’E. coli EBG108 par
Maxiprep afin d’obtenir une grande quantité qui servira par la suite. Le plasmide extrait est
conservé dans du tampon TjoE; a -20°C. 1l est ensuite digéré par EcoRI. Dans le méme temps,
une cassette Py est générée par PCR en utilisant les amorces Py sens et antisens (§ 3.2,
page 68) et clonée au sein du vecteur pGEM-T Easy (§ 3.6, page 74 ). Ce plasmide est ensuite
extrait par Miniprep (§ 3.4.2, page 73). La cassette €Py,yy est extraite du vecteur par digestion
EcoRI (§ 3.4.2, page 73), puis ligaturée avec les extrémités EcoRI du plasmide pDG1661
préalablement digéré, quantifié¢ et traité a la phosphatase alcaline (§ 3.5, page 74). Cette
construction, appelé pBG148B, portée par la souche E. coli EBG145B, est extraite par
Miniprep et I’orientation du fragment Py, est déterminée par digestion enzymatique en trois
points par Sall. Enfin pPBG148B est linéarisé par X#hol et purifié puis utilisé pour transformer
B. subtilis 168. Les transformants sont sélectionnés sur LB + Cm (5 ug/mL) et vérifiés par
amplification par PCR du locus amyE grace aux amorces amyE sens et antisens et par

repiquages successifs (§ 3.9, page 79). Le transformant ainsi obtenu est dénommé BBG127.

4.2.2. Construction de la souche BBG128

Pour la construction du plasmide dérivé de pDG1661 (10156 pb) désigné pour
I’insertion du promoteur P, fusionné avec le géne /lacZ au sein du génome de B. subtilis 168

par recombinaison homologue avec le locus amyE, les étapes suivantes sont réalisées.
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Tout d’abord le plasmide pDG1661, préparé précédemment est digéré par EcoRI.
Dans le méme temps le plasmide pBG106 (5276 pb) est extrait par Maxiprep de la souche
d’E. coli EBG106 (Leclere et al., 2005), afin d’obtenir une grande quantité qui servira aussi
par la suite. Le plasmide extrait est stocké dans du tampon T;oE; a -20°C. La cassette €P, ey,
neo est extraite du vecteur par digestion EcoRI, puis ligaturée avec les extrémités EcoRI du
plasmide pDG1661 préalablement digéré. Cette construction, appelée pBG148, portée par la
souche EBG145, est extraite par Miniprep et I’orientation du fragment P,.,,-neo est vérifiée
par digestion enzymatique en trois points par Sa/l. Enfin pPBG148 est linéarisé par Xhol et est
utilisé pour transformer B. subtilis 168. Les transformants sont sélectionnés sur LB + Nm (30
ug/mL) et vérifiés par amplification par PCR du locus amyFE et par repiquages successifs (§

3.9, page 79). Le transformant ainsi obtenu est dénommé BBG128.

4.3. REMPLACEMENT DU PROMOTEUR Pgzr4 PAR LE PROMOTEUR CONSTITUTIF Przpyy CHEZ B.

SUBTILIS 168 ET BBG111

Dans le but de s’affranchir des mécanismes de régulation qui gouvernent I’opéron srf4,
un changement de promoteur a été effectué. De plus, considérant importante 1’information
révélée par Nakano et al. (1991), le remplacement du promoteur Py, par le promoteur P,.,v a
été effectué a deux endroits différents chez B. subtilis 168. Les différentes étapes ont été
réalisées comme suit :

Premiérement, afin de générer les souches BBG113 et BBG118, le remplacement a été
effectué entre la fin du geéne /x/R et le site de restriction Haelll, situé 140 pb en amont du
RBS de I’opéron srf4. La séquence importante étant ainsi conservée.

Deuxi¢mement, afin de générer les souches BBG113B et BBG118B, le remplacement
a été effectué entre la fin du geéne /x/R et le RBS de ’opéron srfA4, ne conservant pas de ce fait

la séquence de 140 bp précédemment décrite.

4.3.1. Construction des souches BBG118 et BBG113

Pour la construction du plasmide dérivé de pBG106 (5276 pb) servant a la
construction des souches BBG113 et BBG118, les fragments ehx/R et eHaelll-srfAA sont
générés par PCR en utilisant les couples d’amorces Axr/R sens et antisens et srf441[ sens et
antisens (Tableau 6, page 69). Ces cassettes sont purifiées et quantifiées en gel d’agarose (§

3.7, page 75, Fig. 17, page 84), puis clonées dans pGEM-T Easy.
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Gel A Gel B
12345 6szt ee 3 45 6
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hidR 663 pb -
o . i - e 1000 pb

Fig. 17 Fragments amplifiés par PCR des genes hxIR (Gel A ; pistes 1 a 4 : fragment PCR ; piste 7 : PM, Smart
Ladder SF) et srfAA (Gel B ; pistes 1 et 2 : fragment PCR ; piste 6 : PM, O ’GeneRuler).

Apres ligature, les plasmides sont introduits dans E. coli DH5a. Le plasmide pPGEM-T
Easy contenant le fragment Ax/R (3678 pb), porté par la souche E. coli EBG126, a été
dénommé pBG120. Le plasmide pGEM-T Easy contenant le fragment Haelll-srfAA4 (4154
pb), porté par la souche E. coli EBG127, fut dénommé pBG123. L’insertion du fragment
hxIR, dans pBG106, étant directionnelle il est nécessaire de connaitre 1’orientation du
fragment /x/R dans le plasmide pBG120, celui-ci est extrait par Miniprep et des tests par
restriction a I’aide de I’enzyme Pvull sont donc effectués. La bonne orientation de la cassette
est déterminée si, comme indiqué ci-dessous (Fig. 18, page 84), apres digestion par Pvull,
trois fragments de taille respective, 2564 pb, 619 pb et 495 pb sont obtenus.

Gel A Gel B
T e 23 12345678 910
Tewewy wo

- - 3000 pb
- 2000 pb

- 1000 pb
— 500 pb

1000 pb

Fig. 18 Vérification des plasmides pBG120 (Gel A : digestion enzymatique de pBG120 par Pvull. Piste 1 :
pBGI120 digéré par Pvull; Piste 2 : pBG120 non digéré; Piste 3 : PM, O’Gene Ruler), pBGI123 et
pBGI123B (Gel B. Pistes 1 a 5 : pBG123 ; Pistes 7 et 8 : pBG123B ; Piste 10 : PM, O’GeneRuler).
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Le fragment Ax/R est ensuite extrait du plasmide pBG120, par digestion au site Sa/l et
Sphl, puis cloné dans le plasmide pBG106. Ce dernier porté par la souche E. coli EBG106, a
¢été préalablement digéré par Sall et Sphl et purifié en gel d’agarose comme indiqué ci-
dessous (§ 3.7, page 75; Fig. 19, page 85). Le transformant ayant intégré ce nouveau
plasmide appelé pBG127 (5271 pb) est sélectionné sur LB + Nm (30 ug/mL) et dénommé
EBG128.

L2 e ey,

o
: sallgpil

' o  |pEGins
-
A

.

4361 pb —
-

Fig. 19 Digestions enzymatiques de pBG106 et pBG120 par Sall et Sphl, les trois fragments attendus sont
retrouvés sur ce gel : Piste 1 : PM, A HindlIII,; Piste 4 : pBG120 digéré par Sall et Sphl; Piste 6 :
pBG106 digéré par Sall et Sphl.

Parallelement, le fragment Haelll-srfAA est extrait du plasmide pBG123, par digestion
au site EcoRl, puis cloné dans le plasmide pBG106. Ce dernier a été préalablement digéré par

EcoRI.

Les transformants d’E coli IM109 ayant intégré ce nouveau plasmide appelé¢ pBG124
(5864 pb; Fig. 20, page 86; gel A) sont sélectionnés sur LB + Nm (30 ug/mL) et dénommés
EBG132. Le clonage n’étant pas directionnel, une vérification de I’orientation du fragment
Haelll-srfA dans pBG106 est réalisée par digestion Pvull de pBG124. Enfin les plasmides
pBG124 et pBG127 sont digérés par Pacl et Bglll, le long fragment de pPBG124 contenant le
fragment Haelll-srfAA est purifié en gel d’agarose et quantifié (Fig. 20, page 86; gel B). Puis
celui-ci est ligaturé avec le petit fragment issu de la digestion du plasmide pBG127, contenant

les fragments hx[R et P,.,u-neo.
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Gel A Gel B

pb

Fig. 20 Gel A, Verification de pBG124. Piste 1 et 2 : pBG124 ; piste 4 : PM, O’GeneRuler. Gel B, Digestions de
pBG124. Piste 1 : PM, Smart Ladder SF’; piste 3 : pBG127 digéré par Bglll et Pacl ; piste 5 : pBG124
digéré par Bglll et Pacl.

Le transformant d’E. coli IM109 ayant intégré ce nouveau plasmide, appelé pBG133
(5870 pb), est sélectionné sur LB + Nm (30 ug/mL) et dénommé EBG133.
Ce plasmide est alors extrait par Miniprep et linéaris¢ par Pstl (Fig. 21, page 86) ou amplifié
par Templiphi afin de transformer par compétence naturelle et/ou électroporation B. subtilis
168 et BBG111 (§ 3.8, page 76). L’organigramme des manipulations génétiques conduisant a

la construction de ces nombreux plasmides est présenté en annexe II.

Fig. 21 Vérification de pBG133. Piste 1 : PM, O’Gene Ruler ; pistes 2 a 5 : pBG133 non digéré ; piste 6 :
pBG133 digéré par Pstl.

Aprés recombinaison homologue, les transformants ayant intégré le nouveau
promoteur P,y en amont de I’opéron s7/4 sont sélectionnés sur LB + Nm (30 ug/mL) et sont

dénommés respectivement BBG118 et BBG113.
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La construction BBG113 a été vérifiée par amplification PCR grace aux amorces
hxIR2 sens et srfAA2 antisens, par repiquages successifs (§ 3.9, page 79) et par séquencage de
la séquence P,.,y-neo-srfA4 obtenu par PCR en utilisant les primers P,.,y-neo sens et srfAA3

antisens (Tableau 6, page 69).

4.3.2. Construction des souches BBG118B et BBG113B

Pour la construction du plasmide dérivé de pBG106 servant a la construction des
souches BBG113B et BBG118B, le fragment srf44 est généré par PCR en utilisant les
couples d’amorces sr7fAA2 sens srfAAI antisens. Cette cassette est purifiée et quantifiée en gel

d’agarose (Fig. 22, page 87), puis clonée dans pPGEM-T Easy.

1 2 3 4 5
Smart
Ladder

1000 pb -

Fig. 22 Fragment amplifié par PCR du géne srfAA. Piste 1 : PM, Smart Ladder SF ; Piste 5 : fragment PCR du
gene srfAA4.

Apres ligature, le plasmide est introduit dans les souches E. coli IM109. Le plasmide
pGEM-T Easy contenant le fragment srf44 (989 pb), porté par la souche E. coli EBG127B, a
¢été dénommé pBG123B (4010 pb), ce dernier est extrait par Miniprep et purifié¢ en gel pour
vérification (Fig. 18, page 84).

Ensuite, le fragment srf44 est extrait du plasmide pBG123B, par digestion au site
EcoRl, purifié et quantifié¢ en gel d’agarose, puis cloné dans le plasmide pDG106. Ce dernier
a été préalablement digéré par EcoRlI et traité par la phosphatase alcaline (§ 3.5, page 74). Le
transformant ayant intégré ce nouveau plasmide appelé pBG124B (5731 pb; Fig. 23, page 88)
est sélectionné sur LB + Nm (30 ug/mL) et dénommé EBG132B. Le clonage n’étant pas
directionnel, une vérification de ’orientation du fragment srf4A4 au sein de pBG124B est

réalisée par une digestion par Pvull.
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Fig. 23 Vérification du plasmide pBG124B. Sur ce gel les trois formes plasmidiques sont observées : circulaire
ouverte, linéaire et superenroulée. Pistes 1 a 4 : pBG124B ; Piste 5 : PM, O’GeneRuler.

Enfin les plasmides pBG124B et pBG127 sont digérés par Sphl et Bglll, le long
fragment de pBG124B contenant le fragment srf4A4 est purifi¢ en gel d’agarose et quantifié
(Fig. 24, page 88). Puis celui-ci est ligaturé avec le petit fragment issu de la digestion du
plasmide pBG127, contenant les fragments /xIR et P,.,u-neo. Les transformants ayant intégré
ce nouveau plasmide, appelé pBG133B (5726 pb), sont sélectionnés sur LB + Nm (30 ug/mL)
et dénommés EBG133B.

~ 3000 pb

Fig. 24 Digestion par Sphl et Bglll de pBG127 et pBG124B. Piste 1: pBG127; Piste 2 : pBG124B; Piste 3 :
PM, O’GeneRuler.

Ce plasmide est alors linéarisé par Scal ou amplifi¢ par Templiphi pour transformer
par compétence naturelle et/ou électroporation B. subtilis 168 et BBG111 (§ 3.8, page 76).
Apres recombinaison homologue, les transformants ayant intégré le nouveau promoteur P,/
en amont de I’opéron srf4 sont sélectionnés sur LB + Nm (30 ug/mL) et sont dénommés

respectivement BBG118B et BBG113B.
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La construction BBG113B est vérifiée par amplification PCR grace aux amorces
hxIR2 sens et srfAA2 antisens, par repiquages successifs (§ 3.9, page 79) et par séquencage de
la séquence P,.,u-neo-srfA4 obtenue par PCR en utilisant les amorces P,.,u-neo sens et

srfAA3 antisens (Tableau 6, page 69).

4.4. INTERRUPTION DE LA SYNTHESE DE PLIPASTATINE CHEZ LES DERIVES DE B. SUBTILIS 168
(BBG130, BBG131, BBG131B)

Cette modification arrive au terme des différentes stratégies mises en ceuvre pour
mettre en place une stratégie efficace, il convient de procéder étape par étape afin de pouvoir
choisir au mieux la voie qui permettra de remplir I’objectif fixé.

Le but étant d’empécher la production de plipastatine, un des génes codant pour les
synthétases de la plipastatine sera interrompu par insertion d’une séquence a I’intérieur de

I’opéron pps.

D’apres la littérature, ’ordre des genes selon la transcription de 1’opéron pps est la
suivante : Promoteur — ppsd — ppsB — ppsC — ppsD — ppsE. 1l semblerait plus
avantageux de travailler avec ppsA4 (car il s’agit du 1% géne), c’est-a-dire le premier géne
placé en aval du promoteur (Lin et al., 1999). Si un autre géne était interrompu, le début de la

synthése pourrait s’amorcer et le risque d’obtenir une protéine tronquée serait plus grand.

Une fois ce géne choisi, il faut pouvoir modifier la séquence afin de mettre fin a la
traduction de celui-ci. La méthode la plus simple pour interrompre un geéne est en général de
trouver un marqueur antibiotique qui permet de discriminer les souches dont le géne serait
interrompu (le marqueur serait inséré dans ppsA). Sachant que les souches qui sont dérivées
de B. subtilis 168 ont déja subi plusieurs modifications et sont déja résistantes a de nombreux
antibiotiques (Cm", Nm"), deux possibilités restent envisageables : soit insérer une cassette de
résistance a la spectinomycine, soit un autre systeéme de sélection spécifique. La souche 168
est auxotrophe pour le tryptophane suite a une mutation du géne #7pC. Ce geéne code pour une
indole-3-glycérol-phosphatase synthétase qui catalyse une réaction indispensable dans la

biosynthése du tryptophane.
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Une insertion du géne #pC de B. subtilis ATCC 21332 (qui est Trp") a ’intérieur du
gene ppsA permettra, en plus de I’interruption de ppsA4, de rendre la souche 168 prototrophe.
Seules les souches recombinantes devenues prototrophes pourront dés lors se développer sur
un milieu en absence de tryptophane. Cette stratégie a d’ailleurs déja été utilisée par voie

plasmidique (Keggins ef al., 1979).

La stratégie consistant a interrompre le géne ppsA par le géne trpC a été mise en
ceuvre, mais sans succes. Les amplifications par PCR d’un fragment du géne pps4, grace a
’utilisation des amorces ppsAl sens et antisens, et du geéne #pC provenant de B. subtilis
ATCC 21332, grace a I’utilisation des amorces #pC sens et trpC antisens, ont été réalisées.
Les fragments ont ensuite été purifiés, quantifiés en gel d’agarose et clonés dans pGEM-T
Easy. Le plasmide pGEM-T Easy contenant le fragment ppsA, porté par la souche E. coli
EBG143, a été dénommé pBG146 (9501 pb). L’orientation du fragment pps4 a été vérifice.
Malheureusement apres de nombreuses tentatives infructueuses, le clonage du fragment trpC

dans pGEM-T Easy, n’a jamais abouti.

De¢s lors, la stratégie visant a insérer une cassette de résistance pour interrompre le
gene ppsA a été réalisée selon les étapes suivantes. La cassette de résistance a la
spectinomycine portée par le plasmide pDG1661 est extraite par digestion Narl + Xhol,
purifiée et quantifiée en gel d’agarose puis clonée dans le plasmide pBG146, préalablement
digéré par Narl + Xhol, purifié¢ et quantifié¢ en gel d’agarose. Le plasmide résultant, appelé
pBG149 (10241 pb, Fig. 25, page 91), porté par la souche E. coli EBG146, est extrait par
Miniprep, purifi¢ et quantifié en gel d’agarose. Afin de réaliser la transformation par
compétence naturelle des dérivés de B. subtilis 168, ce dernier est linéarisé par Scal ou
amplifié¢ par Templiphi. Il a ensuite permis I’interruption du géne pps4 par recombinaison
homologue avec le génome des souches dérivées de B. subtilis BBG111, BBG113 et
BBG113B. Les transformants sont sélectionnés sur LB + Spc (100 ug/mL) et vérifiés par
amplification PCR du locus ppsA grace a I’utilisation des amorces ppsA42 sens et antisens
(Tableau 6, page 69) et par repiquages successifs (§ 3.9, page 79). Les transformants obtenus
ont été appelés respectivement BBBG130, BBG131 et BBG131B.
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~wo PBG149 ™
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Tatl
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++BseRI
Bpml
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4000
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Bst11071

Fig. 25 Carte de restriction de pBG149

4.5. INTERRUPTION DE L’OPERON SPOIIIA, IMPLIQUE DANS LA SPORULATION CHEZ LES
DERIVES DE B. SUBTILIS 168 (BBG119 & BBG120)

Cette modification a été entreprise dans le but d’observer si la suppression de la
sporulation chez B. subtilis 168 pouvait avoir un effet sur la production de surfactine. Grace a
la collaboration avec 1’équipe du Professeur Bernard Joris de I’Universit¢ de Li¢ge, nous
avons pu récupérer un fragment PCR contenant 1’opéron spolll4 interrompu par la cassette de
résistance a la spectinomycine spc. Pour préparer l’outil plasmidique nécessaire a la
transformation, ce fragment PCR est cloné dans pGEM-T Easy puis introduit dans E. coli
JM109 pour donner le plasmide pBG145. Les transformants sont sélectionnés sur LB + Spc
(100 ug/mL) et dénommés EBG142. Ce plasmide est alors linéaris¢ par Sspl afin de
transformer par compétence naturelle les souches BBG111 et BBG113B. Les transformants
sont sélectionnés sur LB + Cm (5 ug/mL) + Spc (100 ug/mL) et vérifiés par amplification
PCR du locus spolll4 grace a I’utilisation des amorces acch sens et efp antisens (Tableau 6,
page 69) et par repiquages successifs (§ 3.9, page 79). Les transformants obtenus sont appelés

respectivement BBBG119 et BBG120.
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5. CULTURES DE B. SUBTILIS EN FIOLES D’ ERLENMEYER

5.1. PREPARATION D’UN SOUCHIER

Un tube stérile contenant 5 mL de milieu LB est inoculé a partir du souchier primaire
et mis a incuber a 37°C pendant 24 h sous une agitation de 300 tpm. La suspension est ensuite
homogénéisée au vortex. Une dilution 1/30 de cette culture dans 50 mL de milieu LB est
réalisée dans une fiole d’Erlenmeyer de 500 mL et incubée a 37°C sous agitation de 200 tpm.
Cette premicre préculture P1 est alors prélevée lors de sa phase exponentielle de croissance.
La DOgoonm est ensuite alors mesurée comme indiquée (§ 9.3, page 111). Une nouvelle
dilution 1/30 de cette culture dans 50 mL de milieu LB est réalisée dans une fiole
d’Erlenmeyer de 500 mL et incubée a 37°C sous agitation de 200 tpm. Cette seconde
préculture P2 est alors stoppée lors de sa phase exponentielle de croissance. La culture est
homogénéisée au vortex, la pureté et la qualité de P2 sont alors contrélées par une observation
au microscope et par ensemencement d’une gélose de milieu LB, complémentée en
antibiotique a la concentration souhaitée (§ 2.5, page 67) dans le cas de microorganismes

génétiquement modifiés et incubée a 37°C pendant 24 h.

Il est & noter que B. subtilis produit des colonies de formes irrégulicres, de consistance
crémeuse dont les contours sont ondulés et peuvent présenter des filaments, et dont le
diamétre est compris entre 2 et 4 mm. Pour finir, une dilution 1/30 (v/v) de la préculture P2
est réalisée dans une fiole de 1 L contenant 100 mL de milieu LB. Cette fiole est incubée a
37°C sous une agitation de 200 tpm et la croissance est arrétée lorsque la DOgqo indique que la
culture est en début/milieu de phase exponentielle de croissance (DOgoo = 2). La qualité et la
pureté de la culture so