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Introduction



Introduction

Prés d’'un quart des décés dans le monde résutteldelies infectieuses et un nombre
grandissant d'infections est provoqué par des besté@e plus en plus résistantes aux
antibiotiques (Mukhopadhyagt al, 2008). La surconsommation de ces molécules diesi
en santé humaine que sur le plan de I'élevageagran est la principale cause. Bien que ce
phénomeéne illustre I'extraordinaire capacité d'aakign du vivant, il est devenu une
préoccupation essentielle de I'humanité. Ainsiptaduction de nouvelles molécules « bio-
actives » sur les souches pathogenes résistantesmahiotiques actuellement disponibles fait
I'objet de plus en plus de projets de rechercherdmsciplinaires. C’est dans ce contexte que
s’inscrit cette étude.

Au sein de notre laboratoire (LGC), une nouvelpeee bactérienng@accharothrix
algeriensisNRRL B-24137 (Zitounetal., 2004) a été isolée en 1992 de la palmeraie diAdra
(Algérie). Cette bactérie filamenteuse appartiangeoupe des actinomycetes. Celle-ci s’est
avéree productrice de molécules de la classe de®Idpyrrolones et présente des activités
antibactériennes, antifongiques et anticancéreims@essantes (Webstet al, 2000 ; Oliva
et al, 2001 ; Minamiguchiet al, 2001). Le noyau dithiolopyrrolone posséde unecstire
composée de deux hétérocycles de 5 atomes : ua ditbliol et un cycle pyrrol. Chaque
association « radical-noyau » confere a la ditipptmlone des propriétés différentes, ce qui
rend ce modele d’étude intéressant. Lanearial. (2002a) ont trouvé qu&a. algeriensis

produit principalement six molécules de cette @ass

Le genreSaccharothrixfait partie des Actinomycetes rares trés peu étudhucune
donnée intéressante sur ce groupe n’est dispoddis la littérature. Des travaux antérieurs
(Bouras, 2005), ont permis de mettre en évideno#iuénce de la composition du milieu de
culture sur les productions spécifiques des sixémdes produites. De plus, également lors de
ces travaux, de nouveaux dérivés dithiolopyrroloaes pu étre produits en modifiant le

milieu de culture. Ces potentialités synthétiquad slonc prometteuses.



Le travail présenté ici vise un double intérét. Efiet, la compréhension du
métabolisme des actinomycetes, producteurs d'unendgr diversité de métabolites
secondaires, est fondamentale. Par ailleurs, lggmees en matiere de maitrise du procédé
sont primordiales en termes de compétitivité etaecurrence industrielle.

Ce travail a donc pour ultime objectif la défiaiti de conditions d’'un procédé de
production d’'une molécule d’intérét. Ainsi, cetttude se concentre plus sur les aspects
macroscopiques de I'examen du comportement du orngamisme que sur une analyse

microscopique de sa physiologie.

Cet objectif se décompose en plusieurs étapes :

- Concevoir un milieu de culture chimiquement msér permettant une croissance

appréciable d&a. algeriensign culture liquide.

- Présenter et comprendre la croissance du micao@ge et la production de thiolutine
associée sur milieu semi-synthétique standard difioquérir une certaine connaissance des
caractéristiques physiologiques du microorganisingi ajue des voies de biosynthese de

I'antibiotique produit et des régulations qui sjyeoent.

- Etablir, a partir des données cinétiques coles@ux cours de différentes expérimentations,
un modele stcechiométrique rendant compte du coerperit de la bactérie d’'un point de vue

macroscopique.

Le chapitre | est unesynthése bibliographique Dans un premier temps, elle précise
les raisons de l'accroissement des besoins de #hitén en antibiotiques ainsi que les
différentes approches mises en ceuvre afin de dégpelale nouvelles molécules bio-actives.
Les connaissances s@a. algeriensisainsi que sur les dithiolopyrrolones sont ensuite
exposees. Enfin, une part de cette synthese estc@e a la modélisation du comportement

microbien.

La partiematériel et méthodesdécrite dans lehapitre Il regroupe I'ensemble des

techniques et méthodologies utilisées pour lagéadin de ce travalil.

La présentation et la discussion des résultats ggromposées en trois chapitres. Le

chapitre Ill concerne les investigations menées sur la rechefcimemilieu chimiquement



défini. L'analyse qualitative du comportement déétérie sur un milieu multi-substrats est
présentée dans Iehapitre IV. L’approche stoechiométrique appliquée aux données
expérimentales est présentée et critiquée danshditre V au travers d'une analyse

guantitative des résultats du chapitre IV.

Les conclusions des travaux menés ainsi que lasrspectivesqui en découlent

cléturent ce manuscrit.






Chapitre I

Etude Bibliographique



| Etude Bibliographique

L’apparition de bactéries multi résistantes faé,la recherche et du développement de
nouvelles molécules bioactives, un des défis les phportants pour I'humanité au 2%
siécle. Alors gque la recherche commence a butedesilimites physiques, les perspectives
entrouvertes sur le monde du vivant sont immerSetie synthese bibliographique présente
un panorama de la recherche de nouvelles molébidastives. Elle a pour but de permettre
au lecteur de s'immerger dans le sujet ainsi quis tlperception qu’en a son auteur et donc
de comprendre la structuration de ce manuscrit.

Ce chapitre présente dans un premier temps Issnsid’'une telle demande et les
solutions possibles ou envisagées. Les connaissanc8accharothrix algeriensiainsi que
sur les dithiolopyrrolones sont rassemblées darsdenxiéme partie. Elles ont servi de bases
a mon travail de thése. La derniere partie trage différents intéréts et moyens de modéliser

le comportement microbien.

| - 1 Besoin en nouvelles molécules

| -1 -1 Une menace pour 'humanité : Augmentatio des risques liés aux

épidémies

La terre a connu des pandémies dévastatrices, lambistoriens estiment que la peste
noire (1347-1350) a provoqué la mort de la moigéla population européenne en cing ans,
soit environ 25 millions de victimes (Halioua, 2004es villes sont plus durement touchées
gue les campagnes du fait de la concentration gepalation, mais aussi des disettes et
difficultés d'approvisionnement que la peste praxnq

Les chercheurs estiment que de telles maladiesgémes prendront une importance

croissante avec la croissance démographique, lmigcaité urbaine, les modifications



climatiques, l'augmentation des déplacements dasbet personnes, l'augmentation des

facteurs mutagenes et le contact avec de nouveau®organismes ou nouveaux Virus.

Ainsi, la population mondiale était de 6 713 2838 $ersonnes le lundi 21 juillet 2008
a 11 h 01 min et 52 (shttp://www.populationmondiale.com/ consulté le 2illdt 2008).

World population, billions

0y : ; ; -
10,000 BC BOOO BO00 4000 2000 AD1 1000 2000

Figure 1.1 : Evolution de la population mondiale en milliardgabitants
(http://fr.wikipedia.org/wiki/lmage:Population_curggg consulté le 21 Juillet 2008. Consulté
le 21 Juillet 2008).

La figure 1.1 présente son évolution au coursasops. En 2008, chaque jour, la terre
compte 206000 habitants de plus mais cette augtimnt@est pas homogéne sur la surface
du globe (figure 1.2), certain pays comme l'Indents@lus touchés par cette explosion

démographique.
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Figure 1.2 : Densité de la population mondiale en habitant paft k
(Central Intelligence Agency, « Press Release: Giérld Factbook 2006 ». Consulté le 25
septembre 2006).

L’augmentation de la densité de population humaioeroit sans cesse les risques
épidémiologiques. En effet, 'homme est un réseretassique d’agents pathogénes, dans le
sens ou on appelle réservoir, 'ensemble des actiula chaine épidémiologique qui assurent

la pérennisation de I'agent pathogene ; un résepait donc étre humain.

Les facteurs influengant favorablement I'évolutitume épidémie ont été étudiés dans

le cadre des épidémies de choléra (Jaureguikéal, 2001) et sont présentés ci-dessous:

- Le mode de vie : 'augmentation de la populatgurtout dans les grandes villes, associée a
un appauvrissement et une urbanisation sauvagandatteur essentiel dans l'apparition des
épidémies de choléra (le nombre d'habitants d&lspe vivant dans les villes est passé de 33
% en 1970 a 50 % en 2000).

- Les mouvements de populatiordéplacements de population a la suite de guedes,
catastrophes naturelles, de famines : les épidédaesholéra peuvent réapparaitre en zone
d'endémie (la malnutrition, le stress, I'épuisemlanpromiscuité favorisent la contamination).
Des épidémies de choléra ont été favorisées palé@acements de personnes au cours de la
transhumance (par exemple, le cheminement du ehaér Sahel de 1970 a 1980). Par



ailleurs, les guerres chroniques engendrent deditcmms de vie et d'hygiéne désastreuses, un
appauvrissement du pays, une destruction des megsosanitaires et parfois un déplacement

de la population.

- Faible acces a l'eau potable: Plus d'un milliatel personnes restent exclues d'un
approvisionnement en eau (essentiellement en Agie Afrique) alors que 2,6 milliards n'ont
pas de service d'assainissement. En 2006, 22 080rpes mourraient chaque jour en raison

d'une consommation d'eau insalubre (Dossier de@s 'association Solidarités, page 2).

- Changements climatiques : L'arrivée de la satses pluies ou de cyclones peut favoriser
I'’émergence ou la recrudescence d'une épidémibaléra en région endémique humide ; un

exemple récent : la c6te Est de Madagagéarier 2000).

Malheureusement, de nos jours, tous ces factaurgapt favoriser les épidémies de
choléra (Urbanisation massive et sauvage, confiiiangements climatiques, raréfaction de
'eau potable) se rencontrent frequemment et pdufaamoriser d’autres épidémies dues a

d’autres microorganismes pathogenes.

| -1 -2 La résistance aux antibiotiques

I-1-2-1Qu’est ce que la résistance aux apibtiques ?

Pour étre efficace, un antibiotique doit parvenircontact de la bactérie, puis pénétrer
dans la cellule afin de se fixer a une cible etysber le fonctionnement du microorganisme,
sans étre détruit ni modifié. Si I'antibiotique pa&rvient pas a pénétrer dans la bactérie ou a se
fixer sur une cible, il devient inefficace. Ce pbBrene appelé résistance est lourd de
conséquences. Ainsi, de nombreux microorganismé®geanes classiques développent des

résistances multiples aux antibiotiques.

Les bactéries se défendent contre I'action désiainques :
- en se rendant imperméable a leur pénétration.
- en produisant des enzymes capables de les iaactiv

- en modifiant la structure de leurs cibles.



Ces résistances peuvent étre naturelles ou asguismsécutivement a des
modifications de I'équipement génétique chromosamicpu plasmidiqgue (mutations
spontanées - 20% des résistances - ou échangeopjgaison d'un plasmide ou d’'un

transposon — 80 % des résistances).

I -1-2-2Origine de la résistance aux antibtiques

Devant 'augmentation de la densité de la poputatiumaine dans certaines zones
géographiques, l'usage des différents traitemesitaceru.

L'usage d'un seul antibiotiqgue dont la résistaestecodée par un géene du plasmide
sélectionne les souches résistantes a toutes lésutes dont le géne de résistance se trouve
sur le plasmide, ce qui entraine la sélection g souches polyrésistantes.

Le Dr Harold C. Neu était 'un des premiers chergls a dénoncer ['utilisation
abusive et inutile des antibiotiques dans de nomboas (Neu, 1992). A titre d’exemple, il
s’est vendu 14 millions de boites d’amoxicilline(@élules de 500 mg) en France en 2005.
(http://rteyssou.unblog.fr/2008/04/30/naissance-ef@demies-ecologie-microbienne/
consulté le 1 Juin 2008). Nous savons maintenaatsgs mises en garde étaient fondées
(Butleret al 1996; Critchleyet al. 2007; Linare®t al. 2007; Lagamayo, 2008).

L'un des antibiotiques victimes de la résistaneetérienne est la pénicilline. Alors
gue cet antibiotique est mis en évidence par Aldgafirleming en 1928, on observe déja des
bactéries résistantes a [gelactame des 1930. Les bactéries résistent anigifié@e de trois
facons différentes : par diminution de la perméthipar modification des PBP (Penicillin
Binding Protein) ou le plus souvent par hydrolysermbyau lactame par |gs -lactamases
(figure 1.3). En 1996, les pénicillines étaient emc un traitement efficace contre le
pneumocoque ; en 2001, les chercheurs ont congtegécelui-ci présentait une résistance

importante envers ces antibiotiques.
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Figure 1.3 : Hydrolyse du noya@-lactame, adapté de Martin-@il al, 1984.

D’autres chercheurs avaient déja entrevu la caoxitpléiologique de linteraction
entre microorganismes. Ernest Duchesne est untificjea francais né en 1874 a Paris, regu
Docteur en médecine a 23 ans, avec pour sujet éhke th « Contribution a I'étude de la
concurrence vitale chez les microorganismes, antag® entre les moisissures et les
microbes ». L’expérimentation est simple. Il inazwuleux cobayes, I'un avec une culture de
Bacterium colil'autre avec une culture de bacille typhique. Tdesx meurent rapidement.
Dans les jours qui suivent, deux autres cobayesvet les mémes inoculations avec en plus
une culture déenicilium glaucumCette fois ils survivent au prix d'une simple éstpermie.
Ses conclusions sont prophétiques : « On peut dspérer qu'en poursuivant I'étude des faits
de concurrence biologique entre moisissures etoings, étude seulement ébauchée par nous
et a laquelle nous n'avons d'autre prétention dagoid apporté ici une tres modeste
contribution, on arrivera, peut-étre, a la décotevett'autres faits directement utiles et

applicables a I'hygiene prophylactique et a lagpéutique ».

| - 1 - 3 Solutions envisagées

| -1-3-1Trouver et/ou développer de nouveawantibiotiques

-1-3-1-1Exploiter la biodiversité

La premiére idée qui vient a l'esprit lorsque lges « découverte d’'un nouvel

antibiotique » est abordé, est la découverte d’ucraarganisme inconnu produisant une

molécule inconnue a forte activité antibactérienne.
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Les chercheurs estiment que seul 1% des microsrgas vivants sur terre a été
découvert, ce qui laisse place a la découverte wltmae de nouvelles espéces. Pourquoi ne
sont elles pas encore découvertes ? Soit parckegueulture est difficile, soit parce que leurs
niches écologiques sont des milieux extrémes (woltc salé, désert ...). Ainsi pour ces
deux raisons, les chercheurs pensent que ces somtt®biennes encore inconnues doivent
posséder des métabolismes particuliers et différemtdonc la capacité de produire de
nouvelles molécules. Dans I'espoir d’augmenter rfababilité de découverte de nouveaux
antibiotiques, les chercheurs ont commencé a sés$ér ces dernieres années a des genres
rares provenant de milieux extrémes (Salketal, 1998; Lazzarinet al, 2000;

Naidenova et Vladimirova, 2002; Barakateal, 2002; Donadicet al, 2002; Monchevaet
al., 2002 ; Bourast al, 2008). Ainsi, de hombreuses campagnes sont menéesers le
monde pour découvrir de nouveaux microorganismes.

L’exobiologie ne doit pas étre mise de coté namsphmais les projets concernant la
découverte de microorganismes extraterrestres mepss présentés ici pour des raisons de

concision.

I-1-3-1-2 Explorerles génomes bactériens

Les actinomycétes sont déja les fournisseurs daulgart des antibiotiques utilisés
dans la médecine moderne, mais la séquence du géahmiguelques especes (principalement,
S. coelicolor S. avermilis, S. scabieS. ambofaciensa révélé gu’ils possédaient 5 a 10 fois
plus de voies de biosynthése que ce qui avait d&®ereé d'apres leur capacités
biosynthétiques, chaque espéce étant connue podwipe 3 ou 4 antibiotiques différents. Cet
enorme potentiel, mis en évidence par l'analysesiiito des génomes d8treptomyces
séquences, pourrait conduire a la production deesux métabolites secondaires avec des
structures différentes et donc des activités biglogs différentes (Lautret al, 2005 ;
Tohyameet al, 2004).

Il existe donc un réservoir immense et non expldigédiversité métabolique au sein des
milliers d’especes appartenant a la famille desawtycétes et plus particulierement, au

genreStreptomyceéSmirnovet al, 2008).
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| -1-3-1- 3 Développement de nouvelles malés

D’autres moyens de découvrir de nouvelles moléchieactives sont de développer
de nouvelles molécules soit par design molécul@reartir des cibles moléculaires
bactériennes (Singht al, 2007), soit par modifications chimiques de molés existantes ou
alors par muta synthése, c'est-a-dire en fournissaria bactérie des intermédiaires
meétaboliques différents (Juguedtal, 2008).

Par ailleurs, il est a noter que beaucoup d’étseesoncentrent sur I'amélioration des
rendements de production des molécules déja etastdra technique utilisée est l'ingénierie
métabolique (Olanet al, 2008) soit en redirigeant les flux de précurseuétaboliques vers
la production de la molécule d’'intérét, soit enédgant certaine voie métabolique ou alors
en surexprimant les enzymes impliquées dans lge®tgoulot d’étranglement des voies
métaboliques clés. Il existe d'autres techniques ugilisent des hotes hétérologues pour
'expression de métabolites secondaires. Ainsichigomycine (antitumoral) et son
intermédiaire la triostin A ont été produits ddascoli par expression du cluster de genes

entier isolé a partir d8. lasaliensigWatanabest al, 2006).

| -1 -3 -2 Alternatives aux antibiotiques

Les peptides microbiens, les bactériophages ony@olases de la paroi des bactéries
sont d’autres moyens alternatifs aux moléculesbatifiues afin de lutter contre les
microorganismes pathogenes (Parigeal, 2007).

Une autre alternative a la découverte de nouvemiibiotiques est de préserver
I'efficacité des molécules antibiotiques existantdaturellement, les bactéries soumises a
l'action d’'un antibiotique meurent mais il arrivegcertaines survivent et ainsi développent
une résistance a l'antibiotique qu’elles pourror@nsmettre (« Effet Darwin »). Mais le

développement des bactéries résistantes dépendlaussde d'utilisation des antibiotiques.

Afin de préserver l'efficacité des antibiotiqudses utilisations suivantes sont a

proscrire :
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- Utilisation excessive des antibiotiques qui sgig sur un large nombre d'espéeces
bactériennes

- Utilisation injustifiée (dans le cas d’'une infiea virale, par exemple).

- Utilisation d’'une classe d’antibiotique ineff@a sur une infection bactérienne
spécifique.

- Arrét prématuré du traitement ou sous-dosage

De nombreuses études dans le monde appellent @ireéth consommation
d’antibiotique afin d’altérer la résistance auxilaiotiques (Friedman et Whitney, 2008).

Ainsi, en France, pour préserver l'efficacité desibiotiques, le Ministere de la santé
a élaboré un plan en date du 20 novembre 2001 Kubjectif est de maitriser et de
rationaliser la prescription des antibiotiques. @@emier plan avait pour but d’informer le
public (« Les antibiotiques, c’est pas automatiquet les professionnels de la santé. Le
deuxieme plan (2007-2010) ne se concentre qguasimhmunication d’'informations précises
sur les antibiotigues et la résistance aux prafessls de la santé
(http://www.sante.gouv.fr/plan-antibiotiques/indexal consulté le 20 juillet 2008).

| - 2 Saccharothrix algeriensisbactérie filamenteuse productrice de dithiolopyrolones

| - 2 - 1 Intérét, inconvénients et caractéristiges des bactéries filamenteuses

| - 2-1-1 Principales caractéristiques des tmomyceéetes

Les actinomycétes forment un grand groupe de migemismes procaryotes
appartenant a l'ordre de&ctinomycetalesCet ordre regroupe des bactéries a Gram positif
ayant un pourcentage en "guanine + cytosine" v@atent élevé dans leur ADN (G + C > 55
mol %) et dont la majorité tendent a former un taéde mycélium ramifié (Manuel de
Bergey, 1994). Les actinomyceétes sont des eubastéhimio-organotrophes hétérotrophes,
aerobies strictes ou microaérophiles, dont plusiguoduisent des spores non mobiles ou
parfois mobiles. Ces microorganismes présentegicie de développement cellulaire asexué
similaire a celui des champignons imparfaits (Loati Sharples, 1984). lls sont
universellement répandus. On les trouve dans diftés niches écologiques telles que : sols,

air, fumier, composts, foin, débris végeétaux, résifibreux de cannes a sucre, pollen des
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plantes, sédiments marins, lacs, rivieres, meeéans, glaciers, déserts, sols pollués, lacs
alcalins, milieux salins (Goodfellow et Williams983; Lacey, 1997, Lechevalier, 1981).

Ces microorganismes produisent une pléthore déaulgs (Bouras 2005) ayant de
nombreuses applications dans divers domaines e tht, présentant un fort intérét pour les
industriels (antibactériens, antifongiques, insgd#s, herbicides, antiparasites, acaricides,
antivirales, anti tumoraux, antimitotiques, antleajénique, protéases alcalines, glucose
isomérase, vitamines ...). Par ailleurs, les antyaetes ont un réle écologique. lls possédent
la capacité de dégrader des molécules complexeslégnadées par les champignons ou les
autres bactéries, contribuant ainsi a la fertilisates sols.

Il existe 23000 métabolites secondaires produds Ips microorganismes, plus de
10000 sont produits par les actinomycetes, ce epieésente 45% du total des métabolites
microbiens, et méme 80%, si on ne considére que&dayposes ayant un usage pratique
(Béredy, 2005).

Ces microorganismes sont filamenteux. En cultiqeide, ces bactéries peuvent se
présenter sous divers aspects: filaments libriggménts fragmentés, pelotes hérissées,
pelotes duveteuses, pelotes allongées, radeawoghabes, flocons, agrégats (Whitaker,
1992). Le principal inconvénient de la culture d@sroorganismes filamenteux est que leurs
conditions de culture ont un impact sur leur motpge en milieu liquide. Ainsi, I'inoculum,
la composition du milieu de culture, plus partiétdiment la source de carbone, d’azote et de
phosphate, les métaux, la concentration en dioxygéen dioxyde de carbone dissous, le pH,
la température et les forces mécaniques impacte laumorphologie gu’adopte le
microorganisme en culture. Par exemple, un inoculktoncentré en spores favorisera
I'apparition des pelotes au détriment des filam@Rtpagianni, 2004).

Outre les aspects expérimentaux difficiles de ¢eliure (cf matériel et méthode), leur
morphologie en condition de culture liquide infleengrandement leur physiologie. Ainsi,
d’'une maniere générale, il semble que les formaménteuses libres soient plus propices aux
productions industrielles. C’est le cas des prdduastde turimycine et de streptomycines par
S. hygroscopicugt S. griseus Cependant, les pelotes formées $amitrificansproduisent
plus de glucose isomérase que les filaments ldeasette méme espéce. Une étude menée sur
Streptonmyces pristinaespirales culture en fiole ont montré que plus la puissatissipée
(par exemple, le ratio air/liquide ou la vitessagitation (350 rpm au lieu de 250 rpm)) était
important, meilleure était la production de priatimycine. Une puissance dissipée de 1,6

kW/m? minimale est requise pour la synthése de ce miggbo
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Pour résumer ces différentes études, il est défde tirer des conclusions sur les liens
morphologie / physiologie. L'interdépendance desapetres cités précédemment rend
difficile toute interprétation. De plus, les aspegénétiques de la régulation du processus de
différenciation morphologique sont a prendre en pmemn (Colson et al, Journées

francophones des actinomycetes — 2008).
|-2-1-2 Le métabolisme secondaire des auatimycétes
[-2-1-2-1 Geénéralités

Le métabolisme des actinomycetes peut étre dafisdeux parties : le métabolisme
primaire et le métabolisme secondaire. Ces bastdil@menteuses sont connues pour la
richesse de leur métabolisme secondaire.

Le métabolisme primaire regroupe les réactionsbrdiques et anaboliques qui
permettent la formation de biomasse. Le pouvoiucélr et I'énergie produits par ces
réactions sont utilisés pour former et assemblsr f@nomeres (ex : acides aminés) en
macromolécules (ex : protéine).

Le métabolisme secondaire regroupe les voies mibésye des composés qui n‘ont pas
de fonction apparente dans le métabolisme celtulaiEs genes impliqués dans la biosynthése
et dans la résistance des antibiotiques sont rpgsowen clusters dont I'expression est
finement régulée. Les génes impliqués dans la ptamu d'antibiotiques C& dépendant
représentent plus de 1,1 % du génom8&tieptomyces coelicol@3(2) (Hodgson, 2000).

Si 'nomme trouve un intérét pratique évident awmxetabolites secondaires
(antibiotiques, herbicides, anticancéreux ...), sesriogations quand au réle biologique de
ces molécules pour la cellule bactérienne demeyf@est aussi le cas en botanique. Par
exemple, le réle biologique de la quinine, molédunés efficace contre la malaria, produite
par I'arbre cinchona est inconnu). Selon la litére, il existe deux grandes hypothéses sur
l'origine du métabolisme secondaire : la sélectipar le produit final (final-product
selectionist school) et le métabolisme du troprp(everflow metabolism).

L’école de la sélection par le produit final expie I'apparition du métabolisme
secondaire par un processus de sélection natuleglleffet, les métabolites secondaires, qui
sont principalement des antibiotiques, pourraienvis & empécher I'utilisation des produits
de lyse du mycélium primaire (substrat) lors ducpssus de différentiation au cours duquel

ce mycélium est utilisé par le mycélium aérieraetraient de ce fait, un role protecteur. Cette
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hypothése n’explique pas plusieurs constatatiomssiAtous les métabolites secondaires ne
sont apparemment pas des antibiotiques. Par exempléle sélectif d’'un immuno-
modulateur dans le sol est inconnu a ce jour. Dedaespéces d’actinomycetes produisent
beaucoup d’antibiotiques et d’autres tres peu.evpas du tout. Les especes qui en produisent
plus devraient donc étre avantagées d’'un pointugeévolutif au détriment de celles qui en
produisent peu or ce n'est pas le cas. Il nexigds dexplication sur les possibilités
d’évolution au cours du temps de ces voies compleeebiosynthese. L'évolution étape par
étape par un processus de sélection naturelleaes gu métabolisme secondaire n’est pas
possible. Par exemple, bien souvent, le précurdeect n'a pas d’activité antibiotique. De
plus, il existe des antibiotiques, comme la strepitine constitués d’assemblages de
nouveaux sucres, unités n'ayant pas de réle ambiviien. Autrement dit, I'évolution ne peut
pas regarder dans le futur. Par cette hypothesagtabolisme est un énorme paradoxe a lui
tout seul.

L’'autre grande hypothese considére les métabolgesondaires comme des
métabolites issus du trop-plein du métabolismeraknEn effet, le métabolisme primaire
fournit les précurseurs qui alimentent le métabodissecondaire. Or, lorsque la croissance
bactérienne est perturbée par une carence en miesplar exemple, le métabolisme
secondaire pourrait étre induit pour permettre aabolisme primaire de se maintenir au
ralenti en attendant que la carence en questior@iblée. En fait, c’est plus le métabolisme
secondaire dans son processus qui serait utile gellale bactérienne que le métabolite
secondaire en tant que produit final de ce métsimai Donc, dans cette hypothese, le
contrble du métabolisme primaire aurait pour consége l'induction d’'un métabolisme
d’overflow, le métabolisme secondaire. Dans cejfgothése de métabolisme d’overflow, le
réle biologique de ces métabolites se serait répatda suite, ce qui réconcilierait ces deux
hypothéses (Hodgson, 2000).

| -2-1-2-2Régulation de la biosynthesge netabolites secondaires

* Influence des sources nutritionnelles

La littérature scientifigue abonde d’études sinfllience des sources nutritionnelles

sur le métabolisme secondaire des actinomycétes.
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Effet de la source de carbone

Aharonowitz (1978) montre que l'augmentation de cancentration en source
carbonée (maltose ou glycérol) & clavuligerusdiminue sensiblement la production de
Cephamycine C alors qu’au contraire, des sourcesadaone plus pauvres telles que le
succinate ou l'alpha-cétoglutarate augmentent céitssynthése. De méme, ches.
ambofaciensles dextrines permettent une meilleure produdjmérifique de spiramycine que
le glycérol (0,035 mg,gh’ contre seulement 0,05 mg.bj). L'effet négatif du glycérol
serait d0 a un taux de croissance éleveé et a ursade production d’énergie. Les sources de
carbone lentement assimilées permettraient de euesll rendements de production
d’antibiotiques (Lounést al, 1995ab).

Chez beaucoup de microorganismes, le glucose guevaine répression de la
formation de plusieurs antibiotiques amino-glycagigs produits par les actinomycetes
(streptomycine, kanamycine, istamycine et néomycps une répression des enzymes de
biosynthése (Demain, 1989; Piepersberg et Distig@97). Chez certains microorganismes,
I'effet inhibiteur du glucose sur la production adestabolites est di a I'acidification par suite
de I'accumulation des acides organiques (Ebé, 2000).

Effet de la source d’'azote

La source d’azote utilisée en culture microbieese généralement 'ammonium ou
des composés organiques comme les acides amindstrate est aussi employé. Beaucoup
d’antibiotiques possedent un atome d’azote dansskeucture. La forme sous laquelle I'azote
est apporté aux cultures productrices d’antibiagunflue et contréle fortement les
rendements de production (Marwiekal, 1999 ; Lebrihiet al, 1992).

L’ammonium inhibe la formation de deux enzymeslaleoie de biosynthése de la
céphamycine C che3. clavuligerus la cyclase et I'expandase (Braga al, 1985). Des
concentrations importantes en ammonium réprimentioes enzymes de dégradation des
acides aminés comme la valine déshydrogénase (\(Dhhuraet al, 1983) ou la thréonine
déshydrogénase (Vamraet al, 1988), enzymes impliquées dans la productioprdeurseurs
indispensables a la biosynthese d’antibiotiques.

D’autres auteurs ont montré que l'addition d'ammon au milieu de culture
augmente la production de certains métabolitesrsizies telles que la streptomycine, la
néomycine et la gentamicine (aminosides). Cet gfiitif est d0 a la conversion de
'ammonium en glutamine utilisée dans la formatitas précurseurs (Gonzaletzal, 1995).
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La production de spiramycine est fortement cop&dbar la source d’azote présente
dans le milieu de culture. Lebrihi (1992) montréedja est 3 fois supérieure dans une culture
sur isoleucine que sur ammonium. La biosynthésgégbamycine C par S. cattleya est aussi
régulée par la source d’azote (Khaaiaal, 1991). Les acides aminés suivant leur mode de
catabolisme (désamination ou transamination) inteat differemment la production
(Voelker et Altaba., 2001). Par exemple, un pulsghine induit une faible production
spécifigue a cause du rejet d'ammonium dans leemilie culture. Inversement, la lysine a un
effet positif sur la production car contrairemeritaaginine, qui est fortement désaminée par
le microorganisme, le réle favorable de la lysisel& au fait que I'azote contenu dans cette
acide aminé est assimilé par transamination etpandésamination cheg. ambofaciens
L’addition d’'une molécule piégeuse d’ammonium (0@231g3(PQy),) contre cet effet et
multiplie par quatre la production (Untratial,, 1994).

De méme que pour la source de carbone, la biosyattie la plupart des métabolites
secondaires peut étre réprimée par les sourceetd aapidement assimilables, en particulier
par 'ammonium (Aharonowitz, 1980; Okanishi et Hott1980; Demain, 1982; Piret et
Demain, 1998).

Effet de la source de phosphate

La production des métabolites secondaires est iseudm une régulation par le
phosphate inorganique chez plusieurs especes dé&ribaqWeinberg, 1973 et 1978; Martin,
1977; Liraset al, 1990; Spizek et Tigh 1995; Lounés et al.,, 1995b). Beaucoup de
métabolites secondaires nécessitent pour leur t@mades concentrations faibles en
phosphate (inférieures a 10 mM). Toutefois des mtkmes sont a noter: la thiopeptine
(Miyairi et al, 1970) et la nocardicine (Aolet al, 1976) ou la synthese réclame une
concentration élevée en phosphate inorganiqued 2D mM).

La production d’antibiotique peut également étriéiée par la carence en phosphate
(Chmiel, 1986). Cependant, la cascade de régufationva de la détection d’'une limitation
en phosphate a I'induction de la voie de biosyregh@sst pas encore élucidée. L'interruption
du géne pkk conduit a une tres forte augmentatemadproduction d’antibiotique chez.
lividans (Chouayekret al, 2002). Ce géne est exprimé uniquement en liimitate Pi et code
pour une enzyme qui régénere I'ATP a partir de IRABt de poly-phosphates (régénération
non métabolique). L'interruption du géne Mutl doree mémes résultats, il coderait pour

une polyphosphatase.
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Oligoéléments
La synthése de métabolites secondaires a uneanckrplus faible a la gamme de

concentration en oligoéléments que la croissanksigirs oligoéléments (Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, Mo), cofacteurs de la croissance des migayosmes, sont nécessaires a des
concentrations trés faibles (environ “10M). Certains jouent un rdle important,
guantitativement et qualitativement, dans la bitisyse des antibiotiques. Le manganese, le
fer et le zinc sont les ions métalliques les piapartants pour la production des antibiotiques.
Thayeret al (1985) ont montré que le K80Q,); et le MnC} stimulent la production de la
monensine pas. cinnamonensis

Certains éléments chimiques auraient une influsacédes types d’antibiotiques voire
les type de famille d'antibiotiques produits. Cdéngents ont probablement des cibles
multiples sur les systemes de biosynthéses de étsbalites. Des effets qualitatifs peuvent
de plus s’observer: la composition du mélange deltageicines produites par

Micromonospora purpureast dépendante de la concentration el Co

e Induction du métabolisme secondaire

L’épuisement d’'un nutriment, l'apparition d'un uncteur (par ajout ou par
biosynthese) ou la diminution du taux de croissasget trois événements qui peuvent
produire un signal induisant une cascade de régolabus différents niveaux de controle
génétique. Ce signal méne a un double processdi$féentiation morphologique (mycélium

aérien) et chimique (métabolisme secondaire).

Double réle des précurseurs-inducteurs

Dans beaucoup de voies du meétabolisme secondasemétabolites primaires
augmentent la production de métabolites secondaoisn participant a 'augmentation de
I'offre en précurseurs, soit en induisant la prdoiucd’enzymes de la voie métabolique ou
alors, les deux a la fois. C’est le cas de la yglont le produit de dégradation est I'acide
aminoadipique précurseur de la céphamycine, quiitinebalement la production de lysine
aminotransférase ch& clavuligerugRius Net al, 1996). La valine a ce méme double effet
chezS. fradiae Son produit de dégradation est I'acide iso bgtyi précurseur de la tylosine

et en induisant la synthése de valine déshydrogéiNgguyen KTet al, 1995).

19



Les molécules ayant fonction d’'inducteurs ne g@ast obligatoirement des précurseurs
du métabolite secondaire, ainsi, la productionadi®inycine B est stimulée par I'éthanol chez
S. venezuela@oull et al, 1993).

Réle des inducteurs

Il existe des inducteurs non spécifiques et desidteurs spécifiques stimulant les
processus de différentiation. Les inducteurs noécifigues sont de structure chimique
commune, comme les acides aminés. lls sont égatetasrprécurseurs.

Les inducteurs spécifiques ne sont pas des pemgrsnais possedent une structure
chimique originale. Les inducteurs se différencided précurseurs par leur pouvoir d’action a
treés faibles concentrations, lorsqu’ils sont ajewg&clusivement pendant la tropophase et par
leur capacité a étre remplacés par des analoguegusaux non métabolisables. Parmi ces
facteurs inducteurs, on peut citer les facteurslAtype gamma-butyrolactone), B, | (du type
butanolide) et C (Kawaguclat al, 1988; Szabet al, 1988; Horinouchi et Beppu, 1990;
Demain, 1998). Léacteur le mieux décrit dans la littérature, tamtle plan biochimique que
celui du mode d’actioou de I'origine génétique, est le facteur A ou dactd’autorégulation.

Il exerce son effet via un récepteur qui normalegméprime cette double différentiation
morphologique-chimique. Lorsque le récepteur estaiexé avec le facteur A, il ne peut plus
exercer sa fonction répressive. Le processus €rdlitiation se met en place. Ce facteur A a
principalement été étudié ch& griseus A raison de 18 M, le facteur A est capable
d'induire les genes de la production de streptomgcidont la streptomycine-6
phosphotransférase et ceux de la sporulation ceanfiorte I'hypothése d’une étroite relation

entre métabolisme secondaire et différentiation.

Les messagers nucléotides phosphorylés

En relation avec le métabolisme cellulaire (mélisbwes carboné, azoté et phosphaté)
et la synthese des protéines, les messagers ridiiées polyphosphorylés, AMPc (3’, 5'-
adénosine monophosphate cyclique), ppGpp (guaniktipBosphate, 3’-diphosphate) et
pppGpp (guanosine 5'-triphosphate, 3’-diphosphate) retenu toute [lattention des
spécialistes du métabolisme secondaire ces desraarees.

L’addition de 'AMPc a des cultures d8. kanamyceticust de S. hygroscopicus
supprime, respectivement, la répression exercéelepajlucose sur la production de la
kanamycine et l'inhibition par les phosphates dkitsynthese de la turimycine (Satethal.,

1976; Gerschet al, 1979). Cependant, elle ne leve pas la répressioiglucose sur les
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actinomycines synthétases cl&zantibioticusi I'inhibition des phosphates sur la production
de la streptomycine ché& griseugTerry et Springham, 1981; Brovat al, 1983).

L’étude de la synthese de formycine ch8feptomycessp. MA406-A-1 dans
différentes conditions nutritionnelles prouve lderddirect ou indirect) de la ppGpp dans
l'initiation de la production de l'antibiotique. ksque la souche est transférée d’'un milieu
riche a un milieu pauvre en acides aminés, la aunaton intracellulaire en ppGpp augmente
et la production en formycine est multipliée paithu’isolement de mutants incapables
d’accumuler les ppGpp en milieu limité en azoteficore ce résultat; ces mutants sont
également incapables de synthétiser I'antibioti¢@ehi, 1986). D’autres mutants ont été
depuis isolés ches. antibioticuset S. griseoflavus producteurs d’actinomycine et de
bicozamycine, respectivement (Ochi, 1987 et 1988).

» Régulations par le taux de croissance

Beaucoup d’antibiotiques semblent étre produitsildle taux de croissance. C’est le
cas de I'acide clavulanique qui est produit & des de croissance inférieurs a 0,05alors
qu’il n’est pas produit & taux de croissance é(@v# h') (Rouboset al, 2001). La production
de céphamycine C ch&x cattleyaest également soumise a ce type de régulatioreyief
al., 1981). La synthese d'antibiotiques est induiée la diminution du taux de croissance
chez Saccharopolyspora erythraeghez S. hygroscopicugWilson et al, 1999), chezS.
clavuligerus(Lebrihiet al, 1988).

Le probleme est qu'il est difficile de détermirerrdle du taux de croissance dans
l'initiation du métabolisme secondaire car il n'gsas indépendant du phénoméne de
limitation nutritionnelle. Autrement dit, une limtion nutritionnelle provoque
systématiqguement une diminution du taux de crossators il n'est pas possible de faire la
différence entre l'effet de la limitation nutritinalle et I'effet du ralentissement du

métabolisme primaire.
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* Reégulations par les paramétres environnementaux

L’influence des facteurs physico-chimiques (pHinpérature, agitation et aération) sur
linitiation de la biosynthese des meétabolites sel@ires existe. Par exemple, un choc
thermique de 1h induit la production de jadomydinehezS. venezuala@oull et al, 1993).

Pfefferle (2000) a étudié l'influence de la vitesst du mode d’agitation et de
I'aération sur la production de métabolites secordahez le genre Streptosporangium. Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec une amitale type « turbine — hélice » marine. I
apparait que la concentration en oxygene dissotisuresparametre important dans la
production de métabolites secondaires. De plusauésurs de cette étude pensent qu’il serait
possible de produire d’autres métabolites secoeslam partir de souches existantes
uniquement par optimisation des conditions physicomues de la culture.

I-2-1-2-3Vers les procédeés industriedbibconversions.

L’augmentation des rendements de production ssliance d’'une qualité constante
du produit d’intérét sont les clés des procédébideonversions industrielles. L’optimisation
du procédé et les cultures menées a des échelf@ssien plus grandes doivent permettre de
maintenir des conditions réactionnelles optimatelsoenogénes, tout en minimisant le stress
des microorganismes.

De nombreuses études répertorient les problemesomgés lors de cultures
microbiennes menées a différentes échelles d’axjedtiation. (Charles, 1985 ; Hewitt et al.,
2007 ; Katzer et al., 2001 ; Masurekar et al., 2008s problémes de reproductibilité ne sont
pas systématiques. Zou (2008) obtient, en termpraduction d’érythromycine, les mémes
titres de production & I'échelle laboratoire (50t} I'échelle industrielle (132 et 372)m

Les parametres tels que l'aération, I'agitati@nstérilisation du milieu, le transfert de
chaleur, le suivi et le contréle du procédé sorst parameétres qui deviennent critiques lors
des changements d’échelle. L’agitation et I'aératidemeurent les aspects les plus
préoccupants car ils conditionnent le transferkgi@ne au sein de la culture microbienne. Or
celui-ci affecte le métabolisme microbien. Une diation de la pression en oxygene dissous
peut impacter négativement la production de méiasalChmiel, 1986 ; Mcintyre, 1999).

Les propriétés rhéologiques du milieu de cultuertysbent les phénomenes de

transfert (chaleur ou matiere). Elles sont priniepeent déterminées par la concentration en
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biomasse, le taux de croissance et la morphologie ohicroorganismes (Olsvik et
Kristiansen, 1994). La géométrie (longueur, diaegttaux de branchements) et la flexibilité
des filaments ainsi que les interactions filamdatyfent conditionnent la morphologie du

microorganisme.

| - 2 - 2 Saccharothrix algeriensis

| -2-2-1Isolement et caractéristiques de ouche

Cette bactériea été isolée en 1992 a partir d'un échantillon depsélevé de la
palmeraie d’Adrar (oasis du Sud-Ouest algérien)n&aomorphologie est typiquement celle
du genre Saccharothrix auquel elle est rattach#éeud, 1995). Le mycélium aérien est
abondant et de couleur jaune-orange, le mycéliunsuthstrat est jaune vif et des pigments
solubles de méme couleur sont sécrétés. L'analyseahstituants cellulaires a montré que la
souche posséde le chimiotype Il E et des phogpidels de type P IV. La glycine et les
acides mycoliques sont absents. D’un point de \iygogénétique et physiologique, la souche
difféere nettement des especes connues et a été émB8am algeriensisCelle-ci est déposée
dans deux collections mondiales: NRRL et DSM sausiuméro d’accession B-24137 et
44581, respectivement (Zitouai al, 2004c).

Sa. algeriensilNRRL B-24137 présente un spectre d’action tréselagui touche
aussi bien les bactéries a Gram poshiicfococcus luteusStaphylococcus auresBacillus
subtilis) et a Gram négatif Escherichia coli Proteus mirabilis Alcaligenes faecalis
Pseudomonas fluoresceesSerratiamarcescens que les levuresSaccharomyces cerevisiae
et Candida albicans et les champignons filamenteux. L'action est ipalierement
importante contre les bactéries a Gram positiegichampignons, moyenne contre les levures

et moyenne a faible contre les bactéries a Graratiiégitouni, 1995).
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| -2-2-2Le genre Saccharothrix

Le genreSaccharothrixappartient au groupe des actinomycétes dans labjest

minoritaire. Actuellement, il compte 11 membres :

Sa australiensis ATCC 31497 Labedat al, 1984

Sa texasensis ATCC 51593 Labeda et Lyons, 1989

Sa espanaensis ATCC 51144 Labeda et Lechevalier, 1989
Sa mutabilissubspmutabilis ATCC 31520 Labeda et Lechevalier, 1989
Sa mutabilissubspcapreolusATCC 23892  Grund et Kroppenstedt, 1990

Sa coeruleofusca ATCC 35108 Grund et Kroppenstedt, 1990

Sa longispora ATCC 35109 Grund et Kroppenstedt, 1990

Sa syringae ATCC 51364 Grund et Kroppenstedt, 1990

Sa tangerinus ATCC BAA-481 Kinoshiteet al, 1999

Sa. algeriensis NRRL B-24137 Zitounet al, 2004c

Sa. xinjiangensis AS 4.1731 Heet al, 2004

Comme la grande majorité des actinomycétes, Semitix est saprophyte,
chimioorganotrophe hétérotrophe et aérobie stfiest isolé en tres petit nombre a partir de
divers substrats et écosystemes: gisements de auMjéeaux usées, sédiments océaniques,
sols des régions désertiques, sols salés et acalin (Schipperstal., 2002; Liet al, 2003;
Hozzeinet al, 2004; Zitouniet al, 2005). Les colonies portent en général un myaéliu
aeérien, qui peut étre abondant ou tres peu prcgklidn les espéces. Les filaments du
mycélium aérien se fragmentent de maniére anarehgpuvent en "zig-zag", en éléments de
plus en plus courts aboutissant a la formationatgues chaines de spores ovoides ou en
batonnets (1 a gm x 0,7 a Jum) et non mobiles. Il 'y a pas de production dergphores
comme chez leStreptomycesLe mycélium du substrat se fragmente souventl@meants
coccoides ou allongés, cette fragmentation pou@tnet excessive ou, au contraire, assez
réduite.

Le genreSaccharothrixessemble morphologiquement au gadoeardiopsismais se
différencie par son chimiotype (Labeda, 1987; LabetlKroppenstedt, 2000; Labeeal.,
2001):

- Paroi cellulaire de type lll E (présence d’aaméso-diaminopimélique).
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- Présence de deux sucres caractéristiques, lendsanet le galactose.
- Phospholipides caractérisés par la présence dspphtidylethanolamine, d’hydroxy-
phosphatidylethanolamine et de glucosamine.
- Ménaquinones (lipides membranaires) de type MK9) ou MK-10(H4).
La figure 1.4 illustre une comparaison de la micosphologie du genr8accharothrix

avec celle du genrgtreptomyces
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MS S a-jo
GenreStreptomyces GenreSaccharothrix

Figure 1.4 Comparaison de la micromorphologie du gefaecharothrixavec celle du genre
StreptomycefBergey, 1989).
MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RRectus Flexibiligchaines de spores
droites a flexueuse); RARetinaculum Aperturfchaines en crochets ou en boucles fermées);
S : Spira(chaines spiralées); s : sporophore; c. sp. : esala spores.

Le genreSaccharothrixsecréte plusieurs antibiotiques de natures chirsicassez

diversifiées. Le tableau I.1 présente la majoréé&es substances.
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Tableau 1.1 Principales substances ayant une activité biolagiqu synthétisées par les

souches appartenant au geBeecharothrix (Bouras, 2005).

Substances Propriétés Origines Références
Nocamycine Antibactérienne, antitumorale Sa syringae Horvathet al, 1979.
Polymitoxine  Antibiotique Sa mutabilis Jainet al, 1982.
Dopsisamine Antibactérienne, antifongique Sa mutabilis Takahashet al, 1986.
LL-C19004 Antibiotique Sa espanaensis Kirby et al, 1987.
Kinamycines  Antibactérienne, antitumorale Saccharothrixsp.Isshikiet al, 1989.
Ménaquinones Antiparasitaires Saccharothrixsp.Perryet al, 1990.

Tetrazomine Antibactérienne, antitumorale Sa. mutabilis Suzukiet al, 1991.
Fluvirucine Antivirales Sa Mutabilis Tomitaet al, 1991.
Galacardines Antibactériennes Saccharothrixsp. Takeuchet al, 1992.
Coformycine Herbicide Saccharothrixsp. Danceet al, 1997.
WS75624 A et B Inhibiteur d'enzyme  Saccharothrixsp. Tsurumet al, 1995.

Substance P analgésique Saccharothrixsp. Tsuboyat al, 1996.
Formamycine  Antibactérienne, antifongique Sa tangerinus Igarashiet al, 1997a,b.
Phosphonothrixine Herbicide Saccharothrixsp. Nakamurat al, 1999.
Thiazolilpyridine Antifongique Saccharothrixsp. Sugawarat al, 1999.
TMC 96 Inhibiteur de protéasom8accharothrixsp. Koguchet al, 1999.
Ammocidine Antitumorale Saccharothrixsp. Murakamet al, 2001a,b.
Pluraflavines Antitumorales Saccharothrixsp. Vértesyet al, 2001.
Saccharomicines Antibactérienr®a espanaensis Wanget al, 2001.

Dithiolopyrrolones Antimicrobienn&a. algeriensis Lamariet al, 2002a,b.
Pravastatine Anti-cholestérolémique Sa mutabilis Matsuoet al, 2003.
(GBC33-0) Antiparasite, insecticide Saccharothrixsp. U.K. Pat., 1990, 2 232 668.
(FZO32-W) Antiparasite, insecticide Saccharothrixsp. U.K. Pat., 1990, 2 232 668.
(GBC32-N) Antiparasite, insecticide Saccharothrixsp. U.K. Pat., 1990, 2 232 668.
Kinamycine G Antibactérienne, antitumorale Saccharothrixsp. Itoet al, 1970.

RUG 13A Analgésique Saccharothrixsp. Yamatodaret al, 1970.
RUG 13B Analgésique Saccharothrixsp. Yamatodaret al, 1970.
(GYZ60-K) Antibiotique Saccharothrixsp. Isono, 1988.

(GYZ61-L) Antibiotique Saccharothrixsp. Isono, 1988.
Swalpamycin B Antibactérienne Saccharothrixsp. Zitouni 2004a.

Aldgamycin G Antibactérienne Saccharothrixsp. Zitouni 2004a.
mutactimycin C Antibactérienne Saccharothrixsp. Liet al, 1992.
mutactimycin PR Antibactérienn&accharothrixsp. Zitouniet al, 2004a,b.
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| - 2 - 3 Dithiolopyrrolones

Zitouni (1995) a montré que I'extrait au dichlorétimane du filtrat de culture dga.
algeriensisNRRL B-24137 donnait, par chromatographie sur ceustince, deux taches
jaune vif, actives contrées bactéries et les champignons. Ces taches ooatie des
antibiotiques qui font partie du groupe des ditjgirrolones. L’antibiotique principal a été
identifie comme étant la thiolutine (synonymes :étgkpyrrothine, acéto-pyrrothine,

farcinicine).

| - 2 -3 -1 Propriétés structurales

La structure chimique dees antibiotiques est donnée par la figure 1.5. iGelecules
sont caractérisées par la présence d’'un noyaupse 1ty -dithiolo-[4,35] pyrrol-5(4H)-one.
Leur structure bi-cyclique est composée de deulesymndensés de cing membres. Un cycle
dithiol (contenant deux atomes de soufre) et urecggrrole qui porte des radicaux reliés a
'azote n°4 et I'azote n°7. Le noyau dithiolopywok est aussi appelé pyrrolinodithiole,
pyrrolinonodithiole ou encore pyrroloisothiazolea Hithiolopyrolone possédant la structure
la plus simple est I'holothine, d’'un poids molédrdade 172, le thiomarinol B étant celle

ayant le poids moléculaire le plus important (673).

R=CH,
» Thiolutine

Jl o H R= CH(CH;),
R e o " Isobutyryl-pyrrothine (ISP)

R= (CH,),-CH,
| & i Butanoyl-pyrrothine (BUP)

] , R=CH=C(CH,),
I L 52 Senecyol-pyrrothine (SEP)

R= C(CH,)=CH(CHj)
A Tigloyl-pyrrothine (TIP)

3 R=CgHs
Benzoyl-pyrrothine

Figure 1.5 : Structure des principales dithiolopyrrolones preesipatSa. algeriensidNRRL
B-24137.

Les dithiolopyrrolones ont une couleur variantrerie jaune, I'orangé, le vert et le

noir (Eisenmaret al, 1953; Schachtnet al, 1999). Leur solubilité est en général trés bonne
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dans le chloroforme et dans le diméthylsulfoxydenrie dans le méthanol et le
dichlorométhane, moyenne a bonne dans l'acétatéhydé le n-butanol, I'éthanol et
'acétone, moyenne dans le benzene et l'eau etfaide dans len-hexane et I'éther
diéthylique. La thiolutine est thermostable (unareea 100°C). Elle résiste a des pH acide ou
neutre mais elle est peu stable en solution akalia thiolutine possede un point de fusion a
243-245°C, un point de décomposition a 273-276 tQuree sublimation a 200°C. Les
dithiolopyrrolones absorbent dans le visible a eadrs leur couleur jaune (longueurs d’ondes
d’absorption maximale : 205 a 219, 287 a 311 eta8866 nm).

| - 2 -3 -2 Spectre et mode d’action

Le spectre d’action de la thiolutine est trés danfjtouche aussi bien les bactéries (a
Gram positif et & Gram négatif) que les levuresesuchampignons microscopiques et méme
les protozoaires et les insectes (Webster al, 2002). Cependant, l'utilisation des
dithiolopyrrolones dans la lutte contre les baetrinfectieuses est limitée par leur forte
toxicité (Niemi, 1995). La toxicité des dithiolopgtones limite leur utilisation en agriculture.
Pourtant des propriétés anti-histaminiques, argiesgéniques (Minamiguchet al, 2001) et
anti-tumorales (Xu, 1998 ; Webstet al, 2000) ont récemment été attribués a cette classe
d’antibiotique.

Les dithiolopyrrolones agissent principalementeempéchant la synthese de 'ARN
messager en inhibant les ARN polymérases. Cetiena@tété démontrée chez les eucaryotes
comme Saccharomyces cerevisid@/ebsteret al, 2002) et chez les procaryotes comme
Escherichia coli{O’Neill et al, 2000). La thiolutine peut aussi inhiber la systh de la paroi
de Saccharomyces cerevisiaa agissant sur la glucane et la mannane synteétakezaet
al., 1976). Elle peut agir aussi sur la membranenuilise de certaines bactéries avec pour
conséquence, I'empéchement de I'entrée de certmingposés comme le glucose dans les

cellules dEscherichia col(Bergmann, 1989).

| - 2 - 3 -3 Microorganismes producteurs

Si Sa. algeriensisest la seul espece du genSaccharothrix a produire des
antibiotiques de la famille des dithiolopyrroloned, existe d'autres genres de
microorganismes capables de produire les dithiolgpynes (tableau 1.2). Les autres
microorganismes appartiennent au gedteptomycesnais aussi a des genres de bactéries
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non filamenteuses telles gdéteromonasou XenorhabdusNicIinerneyet al, 1991 ; Liet al,
1995) .

Tableau 1.2: Microorganismes producteurs de dithiolopyrrolo(®suras, 2005).

Antibiotique Formule et Especes productrices
PM
Pyrrothine C H:N,0S, Strepromyces sp.
PM: 186
Thiolutine (syn.: acétyl- CgHiN,0O; S, Strepromyces thioluteus,
pyrrothine, acéto-pyrrothine, PM: 228 5. celluloflavus, S. albus, 8. pimprina,
farcinicine). 8. kasugaensis, 8. hiteoreticuli,
Saccharothrix algeriensis.
Auréothricine (syn.: propionyl- CoHogN201S; Strepromyces kasugaensis, S. pimprina,
pyrrothine, propio-pyrrothine). PM: 242 §. farcinicus, S. thioluteus,
S. lureoreticuli, S. celluloflavus,
8. evanoflavus, (et aussi synthétisé
chimiquement).
[so-butyryl-pyrrothine (svn.: iso- CioH1aN20:S2 Streptomyces pimprina. Saccharothrix
butyro-pyrrothine, PM: 256 algeriensis, (et aussi synthétisé
2-methylpropanoyl-pyrrothine). chimiquement).
Xénorhabdine VII (syn.: CoH 2 N2O, 8, Xenorhabdus nematophilus,
butanoyl-pyrrothine, butyro- PM: 256 X. luminescens, X. biovienii,
pyrrothine). Saccharothrix algeriensis.
Sénécioyl-pyrrothine (svn.: 3- C11H2N204 8, Saccharothrix algeriensis.
methyl-2-butenoyl-pyrrothine). PM: 268
Tigloyl-pyrrothine C11H2N20, S, Saccharothrix algeriensis.
PM: 268
Benzoyl-pyrrothine C1aH N0, S, Saccharothrix algeriensis.
PM: 290
2-méthyl-pentanoyl-pyrrothine C3HoN. O, 5, Saccharothrix algeriensis.
PM: 299
Xénorhabdine VI (syn.: 3- Cy HiyNO, 5, Xenorhabdus nematophilus,
methylbutanoyl-pyrrothine). PM: 270 X. luminescens,
X. biovienii.
Xénorhabdine IV C2H N0, 5, Xenorhabdus spp.
PM: 284
Pentanoyl-pyrrothine C2HsN20,8, Xenorhabdus nematophilus,
PM: 284 X. luminescens, X. biovienii.
Xénorhabdine V (sym.: 5- C3HsN20:S, Xenorhabdus nematophilus,
methylhexanoyl-pyrrothine). PM: 298 X. luminescens, X. biovienii.
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| - 2 - 3 -4 Synthése chimique et biosynthése ddithiolopyrrolones

La synthese chimique de la thiolutine s’effectneuae dizaine d'étapes (Haget al.,
1973). En plus des dithiolopyrrolones naturellegauties structures ont été obtenues par
synthése chimique (Pregnolatbal, 2000; Seepersawat al, 2002 ; Elgazwy, 2003; Stachel
et al, 2003a,b).

La figure 1.6 présente le mécanisme de biosynthisda thiolutine proposé par
Furumai (1982).

pyrrothine
OH HO
5042' —) —)
o NH, H2N£$O
s—s/:
cystine gOA
y _—H
H
acétyl-coA
S
N
/
H,C thiolutine

Figure 1.6 : Voie de biosynthése hypothétique de la thioluftieprés Furumagt al, 1982).

| - 2 - 3 -5 Production de dithiolopyrrolones parSa. algeriensis

Le genreSaccharothrixest minoritaire parmi les actinomycetes. Il fadrte des
actinomycetes rares tres peu étudiés. Peu de dornin&Fessantes sur ce groupe sont
disponibles au niveau de la littérature. Des travatérieurs menés au sein du département
Bioprocédés et Systemes microbiens du laborat@r&énie Chimique (Bouras, 2005), ont
permis de mettre en évidence linfluence de la cmsiton du milieu de culture sur la
production de dithiolopyrrolones. De plus, de nawedérivés ont pu étre produits suivant la
composition du milieu de culture. Les cultures étdét menées principalement en erlenmeyers,

a 30°C, 250 rpm et pH ajusté a 7 avant la stéitisalu milieu de culture.

31



| -2 -3 -5-1 Influence de la composition dulieu sur la production des

dithiolopyrrolones

L’influence de l'ajout d’acides aminés et acidegamiques au milieu de culture de
Saccharothrix algeriensisur la production de dithiolopyrrolone a été étedpar Bouras
(2005).

A une concentration comprise entre 5 et 10 mMgystine favorise la production
spécifique de thiolutine, senecioyl-pyrrothineiglayl-pyrrothine, respectivement x 20, x 8 et
x 8 (Bouraset al, 2006a). Par ailleurs, la proline et l'acide hun&gfavorisent aussi la
production des ces dithiolopyrorrolones. A faiblencentration, la cystine et la proline
pourraient étre précurseurs directs des noyawothyne et pyrrole respectivement. L'acide
humique, testé & 1 g'Lpourrait agir comme inducteur ou comme précurgéus ou moins
direct du noyau pyrrothine. A forte concentratioas acides aminés ont un effet inhibiteur.
En fait, des concentrations en acides aminés &egémérent une accumulation d’ions
ammonium qui pourrait exercer un répression catgbelde la biosynthése. Par contre,
guelles que soient leurs concentrations, I'ethiengh la méthionine ont un effet inhibiteur
(Bouraset al, 2006b).

A 5 mM, les acides pyruvique, tiglique, butyriqeé méthacrylique favorisent la
production de dithiolopyrrolones. Alors que l'acideyruvique favorise nettement la
production de tous les dérivés pyrothiniques, idladutyrique multiplie par 35 la production
de butyryl-pyrrothine, I'acide méthacrylique a |€mme effet (x 50) sur la production de cette
dithiolpyrrolone et I'acide tiglique multiplie palix la production de tigloyl-pyrrothine et par
cing la production d’isobutyryl-pyrrothine. Par laurs I'ajout d’acides tels que l'acide
pamoique, benzensulfonique, syrignigue et oléiquetratne une production de

dithiopyrrolones nulle ou tres faible.

| -2 -3-5- 2 Influence de la composition dulieu sur la production de

nouveaux dérivés

Certains acides organiques comme l'acide tigligue I'acide butyrique semblent
s'incorporer directement au niveau de la chainérdé produisant ainsi I'antibiotique
correspondant (Bouras et al., 2007). A partir déecsonstatation, en plus des acides aminés,
linfluence de 83 acides organiques a été testée lau production de nouvelles

dithiolopyrrolones. Ces différents ajouts permdtt€émduction de la production de 26
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nouvelles molécules dont 18 nouvelles dithiolopgmes (Bourast al, 2008). Parmi ces
molécules, la valéryl-pyrrothine induite par I'ajod’acide valérique a été caractérisée.
L'originalité de cette étude réside dans la miseéeience de précurseurs qui a permis

d’induire la production « a la carte » de nouvetlgkiolopyrrolones paBa. algeriensis

| -2-3-5- 3 Faible consommation du glucose

L’interprétation des études conduites par Bou?@9%) indique que la consommation
du glucose est tres réduite dans toutes les cslteffectuées, malgré une production
importante de biomasse. Des études supplémentikaaient étre réalisées afin d’éclaircir
ce probléme.

| - 2 - 3-6 Les cyclodipeptides synthases

Les dithiolopyrrolones possedent un noyau coréstiel deux cystéines cyclisées. A ce
titre, ces molécules peuvent étre considérées conmmeétabolite de type cyclodipeptidique.
Il existe d’autres composeés de nature cyclodipepigs ayant des activités biologiques glia
al., 2005) L'albonoursine est aussi un antibiotigue wn antitumoral de nature
cyclodipeptidique (cyclo(dehydroPhe-dehydroLeu)ypduit par S. noursei De récents
travaux ont montré que la formation du cylcodipdpt{Phe-Leu) était catalysée par une
nouvelle enzyme AlIbC différente des NRPS décritaasdla littérature (non ribosomal
peptides synthases). En tant qu’enzyme catalysafarination d’'un cyclopeptide, elle a été
gualifiée de cyclodipeptide synthase. D’autres gadunt les produits sont similaires a AlbC
ont été identifiés dans d’autres génomes bactérigmscodent pour des cyclodipeptides
synthases ayant des spécificités différentes et@aséquent permettent la synthése d’autres
cyclopeptides différents. (Saugstal, 2007).
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| - 3 Modélisation du comportement microbien

| - 3-1 Généralités

Un modele est une forme de représentation de #itadéqui utilise I'outil
mathématique et/ou informatique pour appréhendepronessus naturel. En sciences de la
vie, c’est une forme de représentation imparfaiteliraitée par nos degrés actuels de
connaissances. En effet, cette représentatioryeié&ique, codifiée et souvent partielle. Le
modéle ne reflete qu’une partie de la réalité npeEemet, en réduisant sa complexité, de
mieux I'appréhender et de rechercher comment haigiér. De ce fait, on modélise toujours
par rapport a un objectif et suivant cet objegifisieurs modeles peuvent décrire une méme
réalité. Il est donc important de définir le cadtde niveau de modélisation souhaité des le

début du projet.

L’analyse de l'intérét de modéliser un systemesddes disciplines aussi différentes
les unes des autres que la biologie, 'économi@hysique, montre que la modélisation sert
a trois besoins principaux :

- Compréhension

- Controle

- Optimisation

Généralement, I'objectif de la modélisation estréi@ondre a un ou plusieurs de ces

besoins.

Il existe de plus en plus de travaux de modébsatieposant sur des approches
pluridisciplinaires. Plus particulierement, la @&ance microbienne qui est un phénomeéne
trés complexe par le nombre de réactions misesteay cours de son déroulement et par leur
dépendance vis-a-vis des conditions extérieurésdhjet de nombreux modéeles.

La croissance microbienne correspond a une aug@emen nombre ou en taille des
cellules microbiennes. Il s’agit d’'un phénomeéneaiyigue et non linéaire. Selon Buchanan
(1918), il est possible de distinguer plusieurssgisadans la croissance microbienne en culture
discontinue (c'est-a-dire en milieu non renouvdisqu’'on analyse I'évolution de la

concentration en biomasse en fonction du temps :
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Phase 1 Laphase de latencee caractérise par un taux de croissance nul poaislaquelle

il 'y a une activité métabolique visible par unelisation du substrat, éventuellement
respiration et production de métabolites. Elle egpond & une phase d’adaptation (induction
d’enzymes nécessaires a I'assimilation du substrise en place des voies anaboliques, mise
en place de transporteurs spécifiques...). Cette eplphiss ou moins longue suivant le
microorganisme va de quelques dizaines de minutes|ps bactéries a quelques heures pour

les champignons filamenteux.

Phase 2 La phase d’accélération est caractérisée par une augmentation du taux de

croissance jusqu’a une valeur maximale.

Phase 3 Une valeur constante du taux de croissance teéaise laphase exponentielle de
croissance Pendant cette phase, le taux de mortalité estenlibctivité métabolique est

maximale.

Phase 4 La phase de décélératiorest caractérisée par une valeur décroissantewtuda
croissance. Cette phase peut étre due a une ionitagitritionnelle, ou a une accumulation de
métabolites ou co-produits liés a la croissancentaya effet inhibiteur ou toxique pour la

croissance.

Phase 5 La phase d’arrét correspond a une phase trés courte durant lagaetimissance

stoppe et correspond a I'épuisement en source wéebo

Phase 6 La phase stationnaireest une période plus ou moins longue pendant ligque
aucune variation de la concentration totale en bgsa n’est observée mais, pendant laquelle
on observe une perte importante de viabilité, jpelement due a I'absence de source de

carbone.

Phase 7 La phase de déclinéquivaut a une décroissance de la concentratidnianasse

due a la lyse cellulaire.
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| - 3 - 2 Modélisation du comportement microbien

En génie microbiologique, deux groupes de modeesent étre distingués: les
modeles non structurés ou phénomeénologiques emnteele structurés ou meécanistes. |l
existe d'autres modeles type logique floue ou néskEaneurones appliqués au contrdle des
procédés. lls ne sont pas abordés dans cette étude.

| - 3-2-1 Modeles phénoménologiques

Ces modéles sont tous inspirés des trois modeldmses : le modele exponentiel, le
modele logistique et le modele Monod avec en pluistroduction de variables d'état
susceptibles d’affecter la croissance. Trois phé@rws sont pris en compte, limitation par le
substrat, inhibition par le substrat et inhibitigar les produits métaboliques. lls sont
largement répertoriés dans la littérature (Betahl, 1986 ; Ramon-Portugal, 1995 ; Marin,
1999).

Le modéle logistique

La loi logistique repose sur I'hypothese que lratcgsement relatif d’'une variable y

modélisée décroit de fagon linéaire avec elle.

dy = a.y(l—lj (Verhulst, 1838)
dt K

Ce modele, proposé par Verhulst (1838), avait gouirde modéliser la croissance
d’'une population animale se stabilisant au courgedops. Il a été adapté par Pearl (1927)

dans le cas d’'une description d’'une cinétique dessance microbienne.

1 dX X
= -7 = 1-—— | (Pearl, 1927
M= g umax( Xmaxj ( )

Le parametre gy €St le taux spécifique de croissance maximal, cspptteint des le
début de la culture. X« correspond a la population maximale qui est ol#dars de la phase

stationnaire.
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Le modéle de Monod

Ce modele est la référence de base en terme delisatbn de croissances

microbiennes.

1 dX S
=" - —— |(Monod, 1941
M=o umax[s+ KJ( )

I donne une relation entrenpk et S, la concentration en substrat limitant. Ks

représente la concentration en substrat pour |leguekt inférieur de moitié anjdx.

Cette famille de modele contient des modéles bageé$observation des cinétiques
macroscopiques au sein d'un bioréacteur. Ces med&ppuient sur une vision globale de la
cellule sans en détailler sa structure (Pirt, 1988) composition cellulaire est considérée
comme constante. D’'un point de vue pratique, laufan microbienne est généralement
traitée comme une « boite noire ». Dans beaucoumslecette simplification est raisonnable
parce qu'il est impossible de connaitre la compmsihétérogéne de la biomasse et I'état des
systemes intracellulaire. En sciences du vivarst,n@deles phénoménologiques permettent
plus une description macroscopique qu’'une compigbemmicroscopique des phénomenes

biologiques.

Dans la majorité des modeéles de ce type, la vamniate la biomasse est exprimée par
l'intermédiaire de variables extracellulaires (cemitations en substrats, produits et présence
d’inhibiteur de la croissance), ainsi que de vdealenvironnementales comme le pH ou la
température. Ainsi, Messeret al, (2003) ont développé un modeéle capable de prédire
l'influence de la température (20 - 38°C) et du pH8 - 7) sur le comportement de
Lactobacillus curvatus TH1174, microorganisme producteur de bactériacirzecroissance
microbienne et la production de curvacin A sonéetiés par les variations de la température.

Par contre elles supportent une large gamme de pH.

Les modéles de type logistique permettent de sepitér des valeurs expérimentales
par des équations mathématiques mais ils n'autdrigpie difficilement I'émission
d’hypotheses sur les voies métaboliques activesomudu microorganisme. Il existe d’'autres
modeéles phénoménologiques dits « stoechiocinétigugai permettent une analyse des
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données expérimentales pouvant déboucher sur listament d’'un schéma réactionnel
global du métabolisme de la bactérie. L’avantageadype de modéle est que, tout en restant
a I'échelle extracellulaire, c'est-a-dire avec def®rmations expérimentales relativement
faciles a obtenir, il permet de déduire des infdroms sur le métabolisme de la cellule. Les
modeles stoechiocinétiques consistent en la décsitigpo de la croissance bactérienne en
guelques réactions simples de stcechiométrie imtasadans le temps. Le chapitre « matériel
et méthode » présente la méthode qui permet d’mldee type de modele. Elle repose sur
I'analyse factorielle des données de fermentation.

L’analyse factorielle en culture microbienne estdée sur une exploitation algébrique
du bilan matiére partiel. L'évolution de chaque stitnant est du aux intensités des réactions
dans lesquelles il est impliqué, soit comme subsBait comme produit. La premiere
adaptation de l'analyse factorielle pour le traiéemn de données de culture en réacteur
discontinu est due a Hamer (1989). En terme d’'éwiu cette méthode a subi plusieurs
adaptations (Bonvin et Rippin, 1990 ; Harnedral, 1995 ; Fillon, 1996 ; Moreau, 2000).
L’'analyse factorielle a été appliquée avec sucdasracherche de stoechiométrie de réaction
pour I'établissement d’'un schéma réactionnel glayaint un sens physique et physiologique
par Moreau (2000). Cet auteur a mené une étudelesurcinétiques de croissance de
Brevibacterium linensentre autres, sur mélange d’acides aminés. Un schéactionnel
rendant compte de la croissanceBiettanomyces bruxellensssir glucose puis sur éthanol a

été proposé par Castro-Martinez (2007) a partoetee méme méthodologie.

| - 3-2-2 Modeéles structurés

Les modélisations de biotransformation pour ledgeela biomasse n’est pas
considérée comme homogéne, donc pas représentéenpavariable unique, sont dites
« structurées »Ces modéles prennent en compte I'état physiologidenicroorganisme
(Eseneret al, 1982). lls sont généralement complexes et regpi@ine certaine connaissance
du fonctionnement de la cellule. lls entrainentpties, une multiplication des parametres du
modele ce qui pose des problemes d’identificatioangl des données expérimentales de
composes intracellulaires ne sont pas disponibles.

Avec I'augmentation des capacités de calcul ddsateurs, des modéles d’'une plus
grande complexité se sont développés, pour lesquespartie ou I'ensemble des voies
meétaboliqgues mises en ceuvre dans une biotransformsint prises en compte (Naeimpoor
et Mavituna (2001) ; Avignone Rossa al, 2002 ; Daae et Ison, 1999). D’'un point de vue
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pratique, la détermination du flux de la voie deslgnthése est difficilement réalisable par
'analyse des flux métaboliques. Cependant, ceseleedmnétaboliques présentent un intérét
croissant en terme de production de métabolitergkie en raison du développement de
ingénierie métabolique qui a pour objet d’analysede modéliser le métabolisme cellulaire
pour en déterminer les points clé afin d’agir dieewent sur les étapes limitantes par

manipulations génétiques (Stephanopoulos et Sthfffx02).

| - 3-2 -3 Modeles hybrides

Roubos (1999) appligue une technigue de moddisathybride de type
« métabolique-phénoménologique » a la producti@cide clavulanique p&. clavuligerus
Dans un premier temps, un réseau métabolique todste 86 réactions a été construit. Il ne
permet pas de décrire correctement la productiantibiotique. Dans un deuxieme temps,
celle-ci est découplée du réseau métabolique etliséé de maniere phénomeénologique en
utilisant un modele d’inhibition par les substrats modéle hybride intégre les dynamiques e
lyse cellulaire et de dégradation de l'antibiotigles auteurs concluent que ce modéle
permet de simuler correctement les données expiéiahes.

Colombié (2005) a développé un modele métaboliggroupant les voies des
métabolismes primaire et secondaire afin de dédarelynamique de croissance et de
production de spiramycine p&. ambofaciensApres une simplification de la structure du
réseau basée sur le fait que la spiramicine es¢ ida catabolisme des réserves de carbone
endogénes, ce modele a permis de décrire la cngissaicrobienne uniqguement a partir des
mesures accessible en ligne mais s’est avéré ihleaga prédire la production d’antibiotique.
Afin de décrire la biosynthése de spiramicine, dlaétre complété par une modélisation
phénomeénologique intégrant 3 parameétres : le teampsiel la production débute, la vitesse

spécifique de production et le temps auquel layithese s’arréte.

Cette synthese bibliographique présente, entreegutles différentes solutions
existantes qui permettent de développer de nowvell@écules bioactives pour faire face a
nos besoins croissants en matiére de lutte coesrenicroorganismes. Parmi ces solutions,
I'étude des microorganismes, comi@a. algeriensisprovenant de milieux extrémes et peu
connus est particulierement novatrice. Ce micraugyae posséde des potentialités
biosynthétiques remarquables. Cependant, les suekes existantesur Sa algeriensi€n

milieu liquide font apparaitre quelques interrogas quand a son utilisation du glucose.
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Chapitre II

Matériel et Méthodes



[l Matériel et Méthodes

Il - 1 Microorganisme

Saccharothrix algeriensiSlRRL B-24137, également déposée dans la colleGoi
sous le n°44581, a été isolée a partir d’'un échamtile sol saharien de la palmeraie d’Adrar
(oasis du Sud Ouest algérien) par Boudjella (1984jte espéce d’actinomycéte produit des
antibiotiques du groupe des dithiolopyrrolones (karat al, 2002 a,b)

[l - 2 Culture microbienne

I - 2 - 1 Milieu de sporulation du microorganisme: ISP2 (International

StreptomyceBroject 2)

Ce milieu gélosé, préconisé par Shirling et Gditl{@966) pour la croissance et la

sporulation des actinomyceétes, est utilisé pouprigparation des cryotubes de spores de

Saccharothrix algeriensidestinés a I'ensemencement des pré-cultures.

- Extrait de levure : 4gt
- Extrait de malt ; 10gt
- D-glucose (anhydre) 4 gL
- Agar : 18 g.!
- Eau distillée
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Il - 2 - 2 Milieux de culture

[1-2-2-1 Milieux « Minimum »

II-2-2-1-1 Milieu minimum « carbonate de ckium »

- (NH4)2SOy : 2 9.t
- NaCl : 2 9.
- KH,POy : 0,5¢.I"
- KoHPO : 1g.L*
- MgSQ, 7H,0 : 0,2g.C*
- CaCQ : 5¢.Lt
- Glucose ; 15 gt

Le carbonate de calcium (Cag@ermet de tamponner le pH du milieu de culture.
[I-2-2-1-2 Milieu minimum « MOPS »

La détermination du poids sec de biomasse nécd&gmet d’acide chlorhydrique
pour éliminer le CaC®(Bouras, 2005). L'abaissement du pH qui résultevpgue un
déplacement d’équilibre vers la formation de ;Gfazeux, ce qui génére de la mousse. La
mousse entrainant la biomasse, la méthode de de&tion du poids sec est rendue plus
complexe et source d’erreur a haute concentratiobi@masse. Aussi, le CaG@u milieu
précédent a été remplacé par 20°gde MOPS (acide 3-(N-Morpholino) propansulfonique)
et 1 g.l''de CaCl.

- (NH4),SO, : 2 g.I'
- NaCl : 2 9.
- KH.POy : 0,59.C*
- K. HPO, : 1g.Lt
- MgSQ,, 7H,0 : 0,2 g.I*
- MOPS ; 20 g.I'*
- CaCh : 1g.Lt
- Glucose : 15 gt
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Il - 2 -2 -2 Milieu semi-synthétique

Ce milieu est utilisé pour réaliser I'ensemble ges-cultures de cette étude. Il est
équivalent a un milieu minimum type « MOPS » supm@été avec une quantité minimisée

d’extrait de levure (2 g.b).

- (NH4)2S0, ; 2g.Lt
- NaCl : 2 9.
- KH.POy : 0,59.C*
- KoHPO : 1g.L*
- MgSQ,, 7H,0 : 0,2 g.I*
- Extrait de levure : 29t
- MOPS : 20 g.I'*
- CaCh ; 1g.L*
- Glucose ; 15 gt

« Extrait de levure (référence : 288620 Bactd' Yeast Extract, Technical).

L’extrait de levure utilisé au cours de cette étadité partiellement caractérisé dans
notre laboratoire. Sa composition élémentaireplecentration en éléments chimiques et en
acides aminés libres sont présentés dans les txhleh et 11.2. Les méthodes analytiques

utilisées sont décrites dans les paragraphes8S@#l9;11-3 -4 etll - 3 - 8).

Tableau Il.1 : Composition élémentaire de I'extrait de levutiéigé.

Eléments moles
C 3,32
H 6,54
(0] 2,17
N 0,79
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Tableau 11.2 : Concentrations en acides aminés libres et eneflés atomiques dans I'extrait

de levure utilisé.

Acides [acide aminé]
aminés (umol) par g éléments [éléments] (ug)
d'EXL atomiques par g d'EXL

ASP 142 P 9751
THR 144 S 36877
SER 200 W 222
GLU 119 Zn 286
GLN 4 Co 5
PRO 42 Pb 4
CYS 30 B 41
GLY 204 Mn 3
ALA 415 Fe 117
VAL 236 Mg 802
MET 51 Al 276
ISO 164 \Y 66
LEU 311 Be 2
TYR 32 Ca 935
PHE 140 Zr 1
LYS 156 Ba 1
HIS a7 Na 1526
TRP 15 K 73542
ARG 109
ASN 108

Il - 2 - 2 - 3 Milieux synthétiques

Différents milieux ont été testés afin de formuler milieu chimiquement défini
permettant la croissance de notre microorganisrhdnfooduction). Ces milieux ont été
établis sur la base du milieu minimum tamponné aked1OPS et supplémentés avec des
acides aminés testés par groupes (tableau I.5),bdses azotées (tableau 11.4) ou des
oligoéléments (tableau I1.6). Différentes sourcexdrbone ont également été évaluées sur le

milieu minimum « MOPS » (tableau 11.3).
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Tableau Il. 3 : Carbohydrates testés.

carbohydrate | concentration
Glucose 0,83 mM
Maltose 0,83 mM
Fructose 0,83 mM
Galactose 0,83 mM
Lactose 0,83 mM
Saccharose 0,83 mM
Mannitol 0,83 mM
Glycerol 0,83 mM
Amidon 15¢g.L?
Dextrines 15 g.L'1

Tableau Il. 4 : Bases azotées évaluées.

Bases azotées Gr(?Aupe Gr(éJpe Grcgjpe Grqupe GrcSJpe S_Fcc):ugs
Adénine X X
Guanine X X
Cytosine X X
Thymine X X
Uracile X X
Concenration

par base 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 5 mM
azotée
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Tableau Il. 5 ; Acides aminés criblés.

Acides aminés

Groupe

Groupe

Groupe
2 3

Groupe
4

Glycine
Alanine
Leucine
Isoleucine
Valine
Tryptophane
Phénylalanine
Proline
Tyrosine
Sérine
Thréonine
Cystéine
Méthionine
Lysine
Arginine
Histidine
Glutamate
Aspartate
Glutamine

Arginine

X X X X X X X X|r

X X X X X

X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Concentration
par acide
amine

5mM

5mM

5mM

1,7 mM

Tableau ll. 6 ;

H3BO;

Kl

CUSO4,5H20
NiCl,,6H,0

MnSQOy4,H,0
ZnS0,,7H,0
CoCl,,6H,0
NaMoO,,2H,0

AICI;,6H,0
FeS0,,7H,0

0,02968 g.L™
0,003353 g.L™"
0,0014g.L™
0,0525g.L™
0,0308g.L™

0, 007g.L™
0,0035g.L™
0,00231g.L™
0,0028g.L™
0,09g.L™
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Il - 2 - 2 - 4 Milieu semi-synthétique standard

Ce milieu a été utilisé pour la plupart des culuegant servi a établir le schéma
réactionnel général rendant compte de la stocechimmgiobale du développement &a.

algeriensis Il s’agit du milieu semi-synthétique avec ajoat2D mM d’uracile.

- (NH4)2SOy : 2 9.t

- NaCl : 2 9.

- KH,POy : 0,5¢.I"

- KoHPO : 1g.L*

- MgSQ, 7H,0 : 0,2g.C*

- Extrait de levure 29t

- MOPS ; 20 g.LI'*

- CaCh ; 1g.L*

- Glucose : 15 gt

- Uracile : 20 mmol.}

Le milieu de culture utilisé en réacteur ne coritigue 2 g.[* de MOPS car le pH est
régulé au cours de la culture.

Le glucose et l'uracile, quand ils sont utilisé®nts systématiquement stérilisés
séparément (autoclave 120°C, 20 min) puis ajoué&sesnent au milieu contenant les sels et
I'extrait de levure. Le pH est ajusté a 7 avec NaOH

Il - 2 - 3 Conditions de culture

Il - 2 - 3 -1 Conservation de la souche : prépation de cryotubes

Le microorganisme est ensemencé a partir d'unes lw@tPétri, d’'une culture liquide
(200uL) ou d’'un cryotube (200uL), en stries serrdesfacon a obtenir un tapis bactérien
dense sur des boites de Pétri (d’'un diamétre dar@ contenant de la gélose ISP2 (20 mL).
Les boites sont incubées pendant 6 a 8 jours a.38A€&s 8 jours d’incubation, 6 mL de
solution de Tween 0,1% (100uL de Tween 80 pur déXs mL d’eau distillée, autoclavée

pendant 20 min a 120°C) sont déposés sur chaqte dmiPétri. Un rateau stérile permet de
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gratter le tapis bactérien qui s’y est développdosic, de remettre les spores microbiennes en
suspension dans la solution de Tween qui est régepé I'aide d’'une pipette stérile. La
solution de Tween contenant les spores est mélaaghe glycérol de maniére a ce que sa
concentration finale soit de 25 % (soit 75 mL dluon « Tween + spores » et 25 mL de
glycérol 100%) avant d’étre répartie dans des tupgsgéniques 4,8 mL Nalgene (Fischer).
Les tubes cryogénigue sont conservés a -20°C pendardurée maximale de 3 ans.

Il -2-3-2Préculture

Les précultures sont effectuées dans des erlenmelei500 mL. Le volume de
préculture est de 100 mL soit 20 % (volume liguid®lume erlenmeyer). Les précultures
sont placées 52 h dans un incubateur thermosta@@, et a agitation orbitale fixée a 250
rpm (révolution par minute). Une préculture estcimée avec des spores de maniére a ce que

la concentration initiale en spore soit d& dfores.mL".

Il - 2 - 3 -3 Culture en erlenmeyers

Les cultures en erlenmeyer sont effectuées dansnBrmes conditions que les
précultures pendant 6 a 9 jours. Les cultures isoaulées a 5 % volume préculture / volume

culture soit 5 mL de préculture dans 100 mL deuralt

[l - 2 -3 -4 Culture en fermenteurs

Les cultures sont effectuées dans des fermenteer® d. (figure 11.1). Les
fermenteurs sont inoculés a 5 % volume précultvm@ume culture soit 100 mL de préculture
dans 2 L de culture. La température est régulé@°&,3’agitation initiale est & 150 rpm, le
pH est maintenu a 7 et I'aération initiale est gewwm (volume d’air par volume de liquide
par minute) soit 1000 mL d’air par minute. Le pantage d’oxygéne dissous est maintenu a
au moins 30 % de la saturation par modificatioladeitesse d’agitation. Afin de limiter la

formation de mousse, I'acide pluronique est utiieséhme agent anti-mousse.
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Les fermenteurs de 2 litresnodele New Brunswick Scientific Co., Inc. Edison,
N.J., USA, Q 29010Gont équipés de (figure 11.2):

- Un module d’agitation type Rushton dont la vitedggerotation est réglable via un

moteur d’agitation de type Magmator.

- Un mode de régulation de la température assur@rpaysteme composé d’'une sonde
métallique permettant l'acquisition des valeurs téenpérature a l'intérieur du
fermenteur, reliée a une couverture chauffanteodiép autour du fermenteur et a une
électrovanne permettant la circulation d’eau froia un serpentin métallique

plongeant dans le fermenteur.

- Un dispositif d’aération qui comporte un débitmétnassique d’air (Bronkhorst Hi-
tec, série F100/200) et une canne de diffusionr,dfmrcée d’'une dizaine de pores
d’'un diametre inférieur & 1 mm, plongeant danstenenteur, ainsi qu’un filtre & air
stérilisable en entrée et un condenseur a eaurga gour éviter la perte du milieu par

évaporation.

- Une sonde stérilisable de mesure polarographigua gesssion partielle en oxygene
(sonde @ Ingold, Biolafitte, modele 34-10-3003, Mettler €db, Zurich, Suisse). Le
résultat est donné en pourcentage de la saturdtiomilieu en oxygéne dissous (a
30°C, 7 mg/L). La quantité d’'oxygene dissous étagie par la surface de transfert
gaz/liquide, la régulation en oxygéne dissous egbraatiquement réalisée par
ajustement de la vitesse d’agitation et manuellemegar ajustement du débit

d’aération.

- Une sonde pH a immersion, stérilisable (Ingoldt)rtfipe 764.50 B/BH), reliée a un

ensemble de régulation par acide (HCI 1N) ou paeljaOH 2N).
- Une canne de préléevement qui plonge dans le mileeaulture. Cette canne est reliée

a I'extérieur a un systeme (seringue et filtre)npettant de faire des prélevements de

maniére stérile par aspiration.
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Une série de septa qui permettent d’inoculer lmé&mteur ou de I'alimenter en divers
composés (liquide régulateurs de pH, substratsmiites...).

- Un analyseur de gaz (4100 SERVOMEX). Il utiliseffarouge pour doser le G@t
le paramagnétisme pour quantifier 1.0

Le logiciel utilisé est: Bio Flo 110 Fermentor/Beactor, Bio-Command Plus, NBS
Bio Command, version plus (BioProcessing Softwdig)ermet I'acquisition des données et
la commande simultanée et automatique de 4 fermenigentiques.

Sortie de gaz

Refroidissement ™

\ _Filtre
du condenseur Bouchon plasma

"~

Condenseur

Refroidissement § ™.
du fermenteur -~

_-Filtre
4 &
-“ -
Ampoules Il = \ .
cotonnées \ : Arrivee
: S ' d’air
s ELgutoas Arbre d’agitation
Baffle chauffage / G A
et refroidissement G ~

~ Distributeur d’air

Figure 1.1 : Schéma du réacteur type « batch ».
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Filtre hydrophile
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Interface [O] g 0_
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Condenseur

H Pompes [ - — < Eau Refroidissement
(S >
HCI -
Aspiration
NaOH iM
(Bau A M Systéme
Régulation Prélévement
température

Echantillon

Figure 1.2 : Schéma général de I'installation.

Il - 3 Méthodes analytiques

Il - 3 - 1 Quantification de la biomasse : Mesurelu poids sec

La mesure du poids sec consiste a peser la biontadisgaire contenue dans un
volume de culture connu. La méthode de Pfeffetlal (2000) a été utilisée avec quelques
modifications. Pour chaque échantillon, 4 mL detwel sont prélevés et mis dans 2 tubes
Eppendorff (1,5 mL / tube) préalablement dessiqd8sh a 105 °C) et tarés. Les pesées sont
effectuées sur une balance analytique Sartoriustilees sont ensuite centrifugés a 16000 g
pendant 10 min. Le culot est lavé trois fois pamtgkigation en utilisant 1 mL de NaOH
(0,25 N) afin d’éliminer les éléments solubles alms$ique, puis avec 1 mL d’HCI (0,35 N)
afin d’éliminer les éléments solubles a pH acideispavec 1 mL d'eau distillée. Les
eppendorffs contenant les culots cellulaires sostuie placés dans une étuve pendant 48h,

puis pesés apres refroidissement dans un desgichteunasse seche ainsi déterminée est
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rapportée au litre de culture. Le résultat estiexpren gramme de matiere seche par litre de

culture avec un écart-type maximal de 5% de lawale
Il - 3 -2 Dosage du glucose

Le glucose est quantifié par méthode enzymatiqéeega un appareil automatique,
I'YSI modele 2700 (Yellow Spring Instrument Inc.eNow Spring, Ohioh, USA). L’appareil
utilise une enzyme immobilisée, la glucose oxydaseune membrane qui est couplée a une
sonde électrochimique. L'enzyme permet la productia péroxyde d’hydrogene £6,) a

partir de la réaction du glucose avec I'oxygéne :
Glucose + 2 HO + O, -> Acide gluconique + 2 D

La réaction d’oxydation du péroxyde d’hydrogéne wine anode de platine libére alors
un flux d’électrons proportionnel a la concentratien glucose de la solution dosée. La
réponse de I'appareil est linéaire entre 0,0056e4.2™* de glucose, avec une erreur maximale
de + 3% par rapport & une solution standard deogkia 25 g.t: (CAS 50997).

Il - 3 - 3 Dosage des dithiolopyrrolones

Les dithiolopyrrolones sont dosées par hplc en ghagerse et détection UV. Le
systeme de chromatographie liquide a haute pre&miiek Instruments a été utilisé. Il est

équipé de :

- Un injecteur automatique (auto-sampler 46Bio-Tek, Milan, Italie) relié & une
boucle d’injection de 80 pL.

- Un systéme de pompe 524

- Un détecteur UV-Visible (UV-Vis 545V a barrette diode a longueurs d’onde UV-
visible variables).

- Une colonne 582" thermostatée dans un four.

- Une colonne analytique en phase inverseg)(@DB, Zorbac SB, Uptisphere,
granulométrie 5 um, dimensions 150 x 4,6 mm. Cetlenne est précédée d'une
précolonne de garde de 10 x 4 mm et présentant@eses caractéristiques.

- Un PC Pentium Il 300 MHz (moniteur LG), YAMAHA.
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- Le contrble du gradient de solvant d’élutionctalecte des données et l'intégration
des pics sont assurés par un ordinateur de typed&fgbnal system/2 modele 70 386
équipé d'un logiciel PC d’exploitation et d’analyd&@oma 3000, Bio-Tek).

Il - 3 -3 -1 Préparation de I'échantillon

Le surnageant de culture, récupéré apres centtifuga 16000 g pendant 10 min, est

filtré & 0,45 um (filtres millipores — diametre,46 um).
Il - 3 -3 -2 Conditions analytiques
Cette chromatographie d’adsorption en phase invposséde une phase mobile
polaire et une phase stationnaire apolaire. Laghasbile pour la séparation est constituée
par un éluant dégazé de deux solvants : I'eautbiéés (solvant A) et I'acétonitrile (solvant

B). Les conditions d’élution sont reportées dansldeau 11.7.

Tableau 11.7 : Conditions d’élutions des dithiolopyrrolones paic (en mode gradient).

Durée (min) Débit (mL/min)| Solvant A (%) | Solvant B (%)
Eau bidistillée | Acétonitrile
Pré+un -7,00 0,8 100 0
0,00 0,8 100 0
Run 5,00 0,8 70 30
30,00 0,8 0 100
Postrun 32,00 0,8 100 0

La détection se fait a 390 nm (Lamatial, 2002a). Le débit délution est fixé a 0,8
mL/min et la température a 30°C. Avant chaque tige¢ la colonne (phase mobile) est
conditionnée et équilibrée aux conditions initia{@80% de solvant A) pendant 7 min (pré-
run). Le volume d’injection est de 60 pL. En fin d’&s®, le retour aux conditions initiales
est effectué au cours d’'un pasia de 2 min.

Les difféerentes dithiolopyrrolones ne différant 'aqu niveau d’'un groupement
(radicaux CH, CH CHs...), elles se séparent dans l'ordre de leur degngdibphobicité.
Dans les conditions utilisées, le temps de rétantle la thiolutine est de 11,6 min. La
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concentration en thiolutine est déterminée a l'aldee solution étalon et de ces dilutions
(3/4, 1/2 et 1/4) injectées successivement daneolanne. Les aires correspondant aux
concentrations permettent d’établir la droite étakoconcentration = fonction (aire de pic) ».
Elle permet de déterminer la concentration en thiloé de chaque échantillon de surnageant
de milieu de culture. L'erreur de mesure de comre#ion en thiolutine est inférieure a 5%.
Les solvants sont filtrés a 0,45 um. Par hypothieseautres dithiolopyrrolones absorbent la
lumiére a la méme longueur d'onde que la thiolytiee leur spectre d’absorption est
identique. Ainsi, la gamme étalon de la thiolutirest extrapolable aux autres

dithiolopyrrolones.

Il - 3 -4 Dosage des acides aminés

Comme les dithiolopyrrolones, les acides aminés dosés par hplc phase inverse et
détection UV. Mais, contrairement aux dithiolopyorees, les acides aminés ne sont pas
guantifiés directement. Leur dosage nécessite wapeésupplémentaire. lls sont rendus
détectables par dérivatisation. La quantificaties dcides aminés libres dans le surnageant de
fermentation a été réalisé au Laboratoire d'Ingénides Systémes Biologiques et des
Procédés de I'INSA (Toulouse, France).

Le systeme de chromatographie liquide a haute ipressilisé estAminoQuant HP
1090 qui est un chromatographe a haute pression aveompartiment de dérivatisation et
d’injection thermostaté a 35°C, contrdlé par miordinateur. Il est équipé d’'une colonngC
HypersilAA-ODS 200 x 2,1 pm.

Les acides aminés libres du milieu de fermentatomt analysés a partir des
surnageants de fermentation, ceux-ci devant subipré-traitement afin de précipiter les
protéines qui risqueraient d’endommager le systdendosage. Un volume de surnageant et
quatre volumes de méthanol sont mis en contactgmnghe nuit dans de la glace, puis
centrifugés. Le surnageant récupéré peut alorsiége.

Les acides aminés sont dérivés de facon automagigu€aldéhydeortho-phtalique
(OPA) et le 9-fluorenylméthyl-chloroformiate (FMOCI). Le premier composé réagit avec
les substances comportant une fonction amine prnei présence d’'un composé thiolique
(acide 3-mercaptopropionique). Le second composde aensuite les acides aminés
secondaires. La séparation des substances déseéa#t par un gradient binaire de tampon
acétate - tétrahydrofuranne - triéthylamine (pH) &R un solvant eau - acétonitrile. Le

détecteur est un spectrophotometre a barrettegode,déglé a 338 nm pour les dérivés OPA,
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et 266 nm pour les dérives FMOC. La limite de d&ecest de 25 puM. L’erreur relative est

inférieure a 10%.

Il - 3 -5 Dosage des sulfates et des phosphates

Les sulfates et les phosphates sont quantifiéshp&r échangeuse d’anions. La
détection est assurée par mesure de la conductieiteystéme de chromatographie utilisé est
dans ce cas IBionex. Il est équipé de :

- Un systéeme de pompe : GP40 Dionex

- Un passeur d’échantillons automatique AS50 Dionex

- Un four AS50 Dionex

- Une colonne analytique échangeuse d’anions : 2%0f AS11 + pré-colonne de
garde AG11 10 x 4 mm Dionex

- Un suppresseur ASRS Ultra2 4 mm Dionex

- Un détecteur de conductivité CD20 Dionex

- Un logiciel d’exploitation et d’analyse ChromeleDBionex

Il - 3-5-1 Préparation de I'’échantillon

La concentration en sulfates et phosphates ne st excéder 100 mg*Lpour
chacun. Les échantillons de surnageant de miliecuttare sont dilués 20 fois dans de I'eau
ultrapure.

L’échantillon dilué est filtré a 0,45 um (filtresiliipores — diametre : 0,45 pum).

Il - 3-5-2 Conditions analytiques

La température de la colonne est de 30°C. Le veldiimjection est de 10 pL
La conductivité totale en sortie de colonne ne gais excéder 5 uS (mise en place d’un
suppresseur de soude (Na OH).
L’élution est isocratique : 90 % solvant A (NaOHin®/) et 10 % solvant B (NaOH 100 mM)
a1 mL.min.
La durée de l'analyse est de 10 min. Les tempsetntion des sulfates et phosphates sont

respectivement : 2,3 et 3,73 min. La reproductibilies mesures est de 5%.
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Remarque : Le sulfate (36 peut aussi étre dosé par précipitation avec lerate de
baryum Ba(Cl. Dans ce cas Ia, le suivi de la précipitationedfgctué soit par turbidimétrie,
soit par mesure de conductivité. Cette méthode omevient pas a notre milieu de

fermentation. Un élément du milieu de culture fadgir le BaGl.

Il - 3 - 6 Dosage de I'azote ammoniacal (NF) : méthode enzymatique

En présence de la glutamate deshydrogénase (G#DHle nicotidamide-adénine-
dinucléotide (NADH,H), l'azote ammoniacal est transformé en L-glutampse le 2-

oxoglutarate qui oxyde le NADH,Helon la réaction :

2-oxoglutamate + NADH,H+ NH4" L] . L-glutamate + NAD +H,0

La détermination est basée sur la formation de NAR diminution de I'absorbance
est mesurée a la longueur d’onde de 340 nm. Latig@ae NADH,H oxydée en présence de
NAD™ au cours de la réaction est proportionnelle aukmntjté d’azote ammoniacal dans une
gamme de concentrations allant de 0 & 50 thgle NH4. Le dosage est effectué a l'aide

d’un kit commercial (Microdom n° 110 05 037 00)elreur relative de mesure est de 5%.
Il - 3 -7 Dosage de l'azot@-aminé : méthode enzymatique

En présence de o-phtaldialdéhyde/N-acétyl-L-cpstdOPA/NAC), les groupements
d'acides aminés primaires réagissent pour formes dérivés d’isoindole stables et
guantifiables a la longueur d’onde de 340 nm. Lantgté de dérivés d’isoindole est
proportionnelle a la quantité d’azaieaminé dans une gamme de concentrations allantede 0
80 mg.L* de a-N. Le dosage est effectué a I'aide d’un kit comzisr(Microdom n° 110

10 110 00). L’erreur relative de mesure est de 5%.
Il - 3 - 8 Dosage des éléments chimiques : speatrétrie d’émission atomique
Le systéme utilisé est le spectrométre d’émissjaiqueULTIMA 2 ©, JY HORIBA.

L'utilisation d'un plasma a observation stricterneadiale permet I'acquisition de

toutes les raies spectrales d’'un échantillon deal800 nm en moins de 2 min, a l'aide d'une
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combinaison de la détection Haute Dynamique (KPDbasée sur la détection par
photomultiplicateur), de I'électronique rapide typ®apid Chip¥ » et du logiciel analytique
Win-IMAGE. Des solutions d’éléments mono et muttrgdards (inorganic ICP AES
standards) sont disponibles & des concentratiod®@@ pg.mL* conditionnées en flacons de
100 ou 500 mL. Ce systeme est utilisé pour dosedi#erents éléments chimiques totaux
présents dans I'extrait de levure (Al, B, Be, Ca, Ee, K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Pb, S, V, W,
Zn, Zr).

Il - 3-8- 1 Préparation de I'échantillon

L’'analyse de la composition en éléments chimiguésessite un volume de 2 mL

d’échantillon liquide filtré & 0,45 pum.
Il - 3 - 8 -2 Conditions analytiques

L’échantillon est injecté dans le spectrométre d&Sion atomique et chauffé a
2500°C.

Il - 3 -9 Analyse élémentaire CHONS

Le dosage des éléments chimiques concerne landésdion des teneurs en carbone,
azote, hydrogéne, soufre et oxygene des échamstibhmalysés. Il est réalisé par le Service-
Inter-Universitaire de microanalyse Elémentaird BNSIACET (Toulouse, France).

Les analyseurs CHNS/O AE1110 et Flash-EA 1112 rfhb&nnigan) offrent une
solution simple pour le dosage en une seule analgsedifférents composés. Il s’agit de
brGler un échantillon préparé dans une feuille alfétdans un jet d’oxygéne pur a
920°C/1000°C. La combustion « éclair » de I'écHemti a 1800°C libére des gaz qui
subissent un cycle de traitements (oxydant, réducte) dans un tube réacteur et/ou pieges
spécifiques. Les gaz traités sont alors séparésuparméthode chromatographique. Les
analyseurs permettent de travailler avec des géandiéchantillons variant de 0,1 mg a 19
(en fonction des analyses) pour des échantillofislesoou liquides d’origine organique,
organométallique ou inorganique. Les limites deeckdn des différents éléments sont les
suivantes (% massique) : C : 0,5 %, H: 0,6 %% et S : 0,3 %.
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Il - 3 - 10 Mesure du diametre des pelotes : micezope

Un microscope équipé du systeme d’acquisition G@nid) et du traitement
d’'image (Image Pro Plus) a été utilisé.
Les bactéries peuvent étre observées par transmissipar réflection.

Ce systéme permet I'acquisition d’image en 3D ddstps bactériennes (demi-sphere)
dont il est possible de mesurer le diamétre maximal

Dans notre cas, I'observation d’'une goutte de suspe bactérienne est effectuée par
réflection. La goutte de milieu de culture est ds&@osur la lame sans lamelle.

Il faut effectuer la mise au point sur la peloteed'on souhaite étudier puis faire une
séquence de photographies (jusqu’a 100) entre dd@am z. Le logiciel permet la

reconstitution de la pelote en 3D ainsi qu’'une pleat relief de la pelote (figure 11.3).

Figure 1.3 : Pelote (Image Pro Plus) aprés 24h de culturensiieu semi-synthétique.
Diametre = 200 unta. algeriensis30°C pH initial 7, 250 rpm.
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Il -4 Culture des microorganismes filamenteux : Aspectsratiques

La culture de microorganismes filamenteux est glusiplexe a mettre correctement
en ceuvre que celle des microorganismes classiqgaesfilamenteux Escherichia coli
Saccharomyces cerevisiae). Il convient de prendre plusieurs précautiddsbjet de ce
paragraphe est de présenter 'ensemble des padiititjues a prendre en compte pour la

culture de microorganisme filamenteux, en partengiaccharothrix algeriensis

Il - 4 - 1 Suivi de I'évolution de la biomasse

Le suivi de I'évolution de la biomasse présentestdifficultés :

La premiere difficulté est la détermination de dacentration en biomasse. Le fait que
ces microorganismes filamenteux forment rapident®d pelotes rend tout comptage au
microscope impossible. La mesure de turbidité essiple mais plus complexe car elle
demande une étape supplémentaire de désagrégasrmpeadotes (sonication) difficile a
standardiser a cause de I'évolution non maitrigéea connue de la taille des pelotes.
Concernant les microorganismes filamenteux, la neede la concentration en biomasse se
fait par détermination de la masse seche de celigpendant, le carbonate de calcium est
souvent employé en tant que tampon et source deicatlans les milieux de culture. Il rend
difficile la détermination de la masse séche car élimination au cours des lavages est
source d’erreur. En effet, I'ajout d’acide au cultgé biomasse provoque un déplacement
d’équilibre des carbonates vers la formation de ¢mbonique ce qui induit la formation
rapide de mousse et de quelques projections eatriadie la biomasse hors de I'eppendorff. I
est donc nécessaire de remplacer le Caga® un mélange de MOPS (role tampon) et de
CaCl (r6le source de calcium).

La deuxiéme difficulté vient de I'adhésion des petosur la paroi du fermenteur, sur
les cannes d’aération et de prélevement ainsi guées sondes. Ce phénomene est visible

hors du milieu liquide mais aussi au sein du mitleiculture (figures 1.4 et 11.5).
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Figure I1.4 : lllustration du phénoméne d’adhésion des pelstesla paroi du réacteuga.

algeriensis culture « batch » en réacteur, 30°C pH initig250 rpm.

Figure 11.5 : lllustration du phénomene d’adhésion des pelsteses éléments métalliques
du réacteurSa. algeriensisculture « batch » en réacteur, 30°C pH initia250 rpm.
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Enfin, les pelotes formées sont entrainées a Fexté du milieu liquide par la
présence récurrente de mousse due a l'aératicagidation et aux sels, malgré les ajouts
d’acide pluronique (antimousse). La canne de ped&l@nt se situant dans le liquide, les
pelotes a I'extérieur du milieu ne sont pas preesompte.

Pour toutes ces raisons, le protocole de prélevendeit étre rigoureusement
standardisé afin de limiter les erreurs de mesuwre la biomasse de ce type de

microorganismes.

Il - 4 - 2 Culture des actinomyceétes, bactérieslfimenteuses

La formation des pelotes a un rble physiologigm@drtant. Toute modification de

I'agitation peut influer sur la morphologie de Ellale et donc sur son métabolisme.

La culture de bactéries filamenteuses formant peletes d'une taille pouvant
atteindre un diameétre de 400 um subit inévitabldrdea problemes de transfert de matiere et

en particulier d’'oxygene.

Le fait que les pelotes s’accrochent aux sondéise des problémes de quantification
de la biomasse, induit des perturbations sur letfonnement des sondes. Les mesures de pH
peuvent étre erronées. En cas de régulation autpmeatiu pH, ces erreurs ponctuelles
peuvent entrainer un ajout massif et inadéquaitqigde correcteur de pH (NaOH ou HCI).
Ainsi, l'utilisation de la régulation automatiqueu doH est inadaptée a la culture de
microorganismes qui peuvent adhérer sur les sondes.

Par ailleurs, les pelotes peuvent également bodaheanne d'aération au fur et a

mesure de la culture.

Il - 4 - 3 Reproductibilité

Afin d'éviter les problemes d’interprétations li@sun manque de reproductibilité des
expériences, plusieurs types de précautions doatempris.

Les actinomyceétes sont sensibles aux oligoélém@atsire et concentration). De ce

fait, la verrerie utilisée pour la préparation di#ifférents milieux doit étre parfaitement
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propre. Car si cette verrerie a usage microbiologjigst régulierement stérilisée, stérile ne
signifie pas propre d’un point de vue chimique.

De plus, la qualité de I'eau distillée utiliséaupta préparation des milieux de culture
doit étre elle aussi parfaitement maitrisée.

Il faut également conserver les mémes marquesatiuip et si possible les mémes
lots au cours de I'étude, particulierement pouxttait de levure. Par ailleurs, au cours de la
préparation du milieu de culture, toutes les étajpdgent étre scrupuleusement réalisées dans

le méme ordre (par exemple, les composants doétemtajouté dans le méme ordre).

Par ailleurs, I'inoculum doit étre parfaitementitriaé :

- Le choix de l'inoculum : les spores en cryotwmb@énombrables) seront
préférés aux tapis de spores sur boite de Pétri.

- L’age de l'inoculum : plus il est age, plusplase de latence est longue et la
production de métabolite secondaire affectée.

- Le nombre de génération : les actinomycetesqu®nt un haut pourcentage
en bases G et C dans leur ADN ce qui les rend qljets aux mutations spontanées. De ce
fait, le nombre de génération de linoculum doiteéminimisé pour éviter de perdre

partiellement ou méme totalement, la capacité déhgege de I'antibiotique.

Il - 5 Détermination des paramétres cinétiques miasbiens

Il - 5 -1 Etablissement des cinétiques de produon de CO, et de consommation
de |’Oz.

Un analyseur de gaz SERVOMEX connecté a la saltie fermenteurs permet

d’établir I'évolution de la composition en,®t CQ des gaz Xg° Xg°%)

Le débit de gaz de sortie §Ddu réacteur est déterminé par un bilan matiére su
'azote qui est un gaz inerte. (L'argon est négligen effet, ce gaz qui est inerte et donc non
utilisé par les microorganismes, se retrouve it@gnent dans le courant gazeux sortant du

fermenteur.
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D XXN2
DS - E E

N2
XS

N2

D = D X Xg
s co2 02
l_(xs +Xs)

Le bilan complet entre I'entrée et la sortie dunfenteur conduit a I'expression
générale de la vitesse de consommation en oxygesleet de la vitesse de production de

dioxyde de carbonedsy,).

_(De xxg*) = (Ds X Xg°)
lo2 =
VM

_ (Ds xx5%) = (D xx™)

r.COZ - VM
x{?  : Fraction molaire du diazote en entrée du réadter)
xg?  : Fraction molaire du dioxygene en entrée du stadair)
xg%* @ Fraction molaire du dioxyde de carbone en endtéréacteur (air)
x4%  : Fraction molaire du diazote en entrée du réacte
xg? @ Fraction molaire du dioxygéne en sortie du t&éac
xg%% @ Fraction molaire du dioxyde de carbone en saiti réacteur

VM :le volume molaire d’un gaz parfait & 30°C dbdr (25,2 L.mot).

Ds : Débit de gaz en sortie en entrée du réactehr'jL.
De : Débit de gaz (air) en entrée du réacteur{)..h
rco2 : Vitesse de production de dioxyde de carbone .fiipl

ro2 : Vitesse de consommation de I'oxygéne (md).h

Les quantités cumulées d’oxygene consommé etaeydie de carbone produit sont

calculées par intégration des vitesses selon lahodét des trapézes. Le principe est
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d'approcher la région sous la courbe représentaivéa fonctionf par untrapezeet d'en
calculer laire Etant donné que l'acquisition des données d'amalges gaz de sortie
s’effectue toutes les 6 minutes, cette méthodeaétimration simple et rapide est acceptable.

Il - 5 - 2 Calcul des vitesses instantanées de piction et de consommation

Biomasse X = d[X]/dt
Glucose & = -d[Glu]/dt
Dithiolopyrrolone p =d[D]/dt

ot [X], [Glu], [D] sont les concentrations (G'L en biomasse, glucose et
dithiolopyrrolones dans le milieu de culture gf rs et i sont les vitesses instantanées

correspondantes en g'lh*.

Il - 5 - 3 Calcul des vitesses spécifiques instamtées

Biomasse M =x= </ [X]
Glucose 6="rc/[X]
Dithiolopyrrolone @=rmn/[X]

ol W, @ et g sont les vitesses spécifiques instantanées comdaptes en g.gh™.

Il - 6 Traitement des données
Il - 6 - 1 Lissage des données expérimentales

Afin de déterminer le taux de croissance (u) dwrogrganisme, les valeurs
expérimentales des différentes variables au coursethps ont été traitées a l'aide d’'une
macro Excel de fonctions splines cubiques g(t) faadri pour chaque couple de points

expérimentaux {I;) les deux conditions suivantes:

tn
J'g" (t)*dtminimum
to

i:n(g(ti)_xij2< S

o\ o(x)
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Avec, % : valeur expérimentale de la variable au tempg:tle temps de I'échantillonnage
compté a partir de I'inoculation de la cultus€y;) : écart-type lié aux valeurs expérimentales
de x, n : nombre total de points expérimentaux dbaSonstante de lissage.

La premiére condition consiste en la minimisatilenla dérivée seconde g”(t), qui a
pour but de linéariser les jonctions des courbassuees aux autres, générant ainsi des
fonctions lisses.

La deuxiéme condition est une contrainte suridsafje. La somme des carrés des
ecarts entre les points expérimentaux et les pdintgssage ne doit pas dépasser la valeur de

la constante « S » que détermine le degré dediloertissage.

Ce programme permet de choisir cette constante a Sartir de quelques régles :

- Lallure de la courbe g’(t) doit étre significatigkun point de vue physique.

- La courbe g(t) générée par le choix de la constarfe> ne doit pas s'écarter des
barres d’erreurs des points expérimentaux.

- La valeur de la constante S doit étre la plus @giitssible, tout en vérifiant les deux

conditions précédentes.

Il - 6 - 2 Réconciliations des données expériments

Les données sont analysées par une méthode déldvéméthodes décrites dans la
littérature (Moreau, 2000). Cette méthode permetvéefier la cohérence des données
expérimentales et si besoin, de les corriger emamie en compte trois contraintes
mathématiques : bilan carbone, bilan azote et bialox. Elle intégre également les erreurs

de mesure relative sur chaque constituant.
La détection des grosses erreurs repose sur désodesd statistiques. Les tests

consistent a accepter ou rejeter une hypothéseématigue donnée, traduisant généralement
une loi physique supposée exacte, avec un risqgueéd®%).
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Trois tests statistiques sont utilisés, les test® RC et RN. On distingue les test$riori,

gui ne nécessitent pas de connaitre la solutioprobléme P, et les testsposterioriqui en
sont tributaires.

Le test GLR : Il s’agit du « Generalized Likehoodtig » (Narasimhan et Math, 1987). C’est
un test, a priori basé sur le rapport de maximunardssemblance, qui permet la détection de
la mesure erronée et propose une estimation dst biai

Le test RC : Cette méthode, « Residual Criterioast,une méthode a posteriori, qui permet
uniquement la localisation d’un échantillon suspkatfonction de discrimination qui permet
d’apprécier I'amplitude des erreurs est de typéae, portant sur la valeur de la fonction
objectif apres résolution du probléme P.

Le test RN : Il utilise l'algorithme « Iterative Merement Test » travaillant & partir du
« vecteur normalisé des termes correctifs ». Qlastest a posteriori, utilisant une méthode

locale. Il ne fournit que la localisation d’'un énkilon suspect.

Un échantillon est déclaré suspect si un des tesisle détecte. Les corrections des
mesures se font a partir des biais proposés [k ke
E:n"OF = Egh- Biais
Si un échantillon corrigé n’est plus détecté paruaudes trois tests, I'échantillon est validé,

sinon, il est supprimé.

I - 6 - 3 Méthode danalyse factorielle appliquéea la recherche de

stoechiométries de réaction.

L’analyse factorielle de données en fermentati@adteur batch) est fondée sur une
exploitation de la structure algébrique du bilantiéra partiel. Chaque constituant évolue
dynamiquement en fonction de lintensité des réastidans lesquelles il est impliqué soit
comme reéactif, soit comme produit. Son évolutionbgle est donc écrite dans le bilan

matiere partiel comme la somme des contributionshdgue réaction (Moreau 2000).

Cette méthode a pour but ultime la déterminaticun dschéma réactionnel du
meétabolisme général dga. algeriensisElle a été proposée par Moreau (2000) pour ureautr

microorganisme.
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Elle permet de minimiser les différences entre ldrig& Dexpérimentalc€t 1a matrice Beorique
calculée a partir de la matrice Y des avancementdeela matrice des stoechiométries
proposées. Il s’agit d’'une résolution d’'un problédf@ptimisation sous contraintes.

Le critere choisi pour la minimisation des ecarigee D¢ et Duyp est la somme des erreurs

absolues au carré pondérée par la mesure maximaleadjue constituant considére :

r\‘(-ly L‘nH Dexp - Dcalc

\/g(Di,jem D, )
)

Avec H Do ~ Deatc

exp

=2

i Max(‘ D

i,jexp

Les contraintes sont imposées par les lois deeceation de la matiere et la réalité

physiologique du microorganisme.

Ainsi, Dca= YN (D est la matrice des variations de rétentioolaires, Y est la matrice
des avancements de réaction et N est la matdcstoechiométries de
réaction)

N respecte les bilans matiére

Yij>0 et y.1 j- ¥i;>0 pour i=1,netj=1,nr

La solution trouvée est alors nécessairement olo¢ian physiquement acceptable, en
particulier pour les avancements de réactions. implEité de la mise en ceuvre de cette
méthode permet de travailler avec des outils sismpiés que le solveur d’Excel (méthode
Sequential Quadratic Programming). En revanche ptliser cette méthode, il ne faut pas
avoir d'incertitudes sur le nombre de réactionsuo@ntes. Le schéma métabolique doit étre
connu ou proposeé, et seuls les coefficients staewtraues et les avancements de réactions

sont cherchés.
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Chapitre III

Recherche d’un milieu synthétique
pour la production de biomasse



lll - Recherche d’'un milieu synthétique pour la production de

biomasse

Les cultures menées par Bouras (2006 )Ssuralgeriensigtaient effectuées sur milieu
semi-synthétique contenant (2 g)ld’extrait de levure (EXL). Ce milieu est ainsimmé car
la quantité d’'EXL qu’il contient est faible par @@t aux milieux « complexes ». (Par
exemple, le milieu ISP2 contient 14 §.ld’extraits). Dans le cadre d'un milieu complexe,
'EXL est une source de carbone, d’azote et destastde croissance. Par contre, lorsqu’il est
utilisé & 2 g.[*, il a pour simple objectif d'apporter des facteuts croissance aux
microorganismes. Or, a faible concentration, il dame une source de multiples substrats
potentiels pour le microorganisme : carbohydradgegles aminés, peptides ... (U.S. Food and
Drug Administration. 1995. Bacteriological analgiananual, 8th ed. AOAC International.
Gaithersburg, USA). Cette abondance de substrats maitrisés complique toute
compréhension du développement du microorganisme.

Ainsi, I'élimination ou la minimisation de la pam’extrait de levure dans la
composition du milieu de culture permettrait de uxieomprendre le développement Si.
algeriensis Sa modélisation en serait également facilitéeplDs, cette étape supplémentaire
pourrait avoir un intérét pratique non négligegimer de futurs travaux s@a algeriensisen
effet, les procédés de production d’extrait de tevétant complexes, variés et confidentiels,
son élimination ou sa substitution permettrait é@nhdépendant du fournisseur d’extrait de
levure. Par ailleurs, un milieu dépourvu d’extrdi levure est préférable a un milieu
complexe en vue de l'incorporation de substratsgoes en vue de lidentification de
I'origine biosynthétique du métabolite secondaited& (Jonsbiet al, 2001 ; Lamet al,
1995 ; Zanget al, 1999).

Les bio-productions microbiennes peuvent étre mmé&s par deux approches
distinctes. La premiére approche est d’améliorepriaduction spécifigue de la molécule
d’intérét. La seconde est d’augmenter la quangtdidmasse produite. L’amélioration de la

production spécifigue ayant fait déja I'objet d'astigations lors d'études précédentes
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(Bouraset al, 2006ab et Bourast al, 2007), c’est la seconde approche qui fait I'olojet
cette partie du travail. Ainsi, ce chapitre présdignsemble des investigations ayant pour but
la mise au point d’'un milieu synthétique pour ladgiction de biomasse.

Le milieu recherché doit respecter deux criteBss.composition doit étre simplifiee
afin de faciliter la compréhension du développemdat microorganisme. La question
essentielle de cette simplification est de savda suppression de 'EXL est possible ? Par
ailleurs, ce milieu doit permettre une productienbibmasse conséquente afin d’accentuer les
phénomenes de consommation et de production danbuted’éviter tout probleme
d’interprétation des cinétiques de croissance.

L’effet des carbohydrates, des acides aminéssbdges azotées sur le développement
de la bactérie a été évalué sur milieu minimum déirdévelopper un milieu semi-synthétique.

De plus, l'influence des oligoéléments a égalenésdevaluée.

lIl - 1 Milieu semi-synthétique

Il - 1 -1 Substitution de carbonate de calcium

Le milieu utilisé au cours des études menées pard® (2006) contenait du carbonate
de calcium utilisé afin de lui conférer un pouvtampon. Son utilisation compliquant la
mesure de poids sec, il a été remplacé par du MRS la composition du milieu de culture.
Le calcium est désormais apporté au microorganisous forme de chlorure de calcium.
L’incidence de cette substitution sur la croisgade la bactérie a été évaluée. La figure Ill.1
présente I'évolution de la biomasse en fonctiontetaps dans un milieu semi-synthétique

tamponné avec du carbonate de calcium et ou avBtaRsS.
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Figure 111.1 : Evolution de la production de biomasse en famctdu temps sur deux milieux
semi-synthétiques. Un milieu tamponné avec du cateode calcium (carrés gris) et un
milieu tamponné avec du MOPS (losanges pleins)tu@ukn fiole desa. algeriensis30°C,

250 rpm, pH initial 7.

Aprés 12h de culture, le milieu « MOPS » a perhaiproduction de 1,48 gl de
biomasse alors que le milieu « Cag0ne permet seulement que la production de 017, g.
Le MOPS n’a pas dimpact négatif sur la croissadeeSa. algeriensisen milieu semi-

synthétique. Le MOPS sera utilisé comme agent tanppar la suite de cette étude.

[lI- 1 - 2 Croissance sur milieu semi-synthétiqueamponné avec du MOPS

La figure II1.2 illustre I'évolution de la croiseae deSa. algeriensisur milieu semi-
synthétique (MOPS 20 glet EXL 2 g.[Y). La production de biomasse ainsi que la

consommation de glucose ont été suivies pendant B&hproduction de biomasse, la

consommation de glucose et le rendement biomagaedse sont représentés sur cette figure.
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Figure 111.2 : Evolution de la production de biomasse (carréssihoite la consommation de
glucose (cercles blancs) et du rendement biomdssesg (losange gris) en fonction du
temps sur milieu semi-synthétigue tamponné avecMfdPS. Culture en fiole désa.

algeriensis 30°C, 250 rpm, pH initial 7.

L’'observation de cette figure montre que la crame® deSa. algeriensisur milieu
semi synthétique peut étre divisée en deux parfdes.cours de la premiere phase de
croissance, il y a production de 1,48 §de biomasse avec un rendement de L.dcg™. Or
ce rendement est plus de deux fois supérieur aleme@nt maximal pour les actinomycétes
(0,46 &.gow ™ d’aprés Borodina et al., 2005), ce qui indique guiaurs de cette premiére
période, la biomasse est principalement forméeatir paun substrat autre que le glucose.

Moins de 0,5 g.I* de biomasse sont formés au cours de la deuxiérimpélors que
dans le méme temps, 2,25 ¢.tle glucose sont consommés. La biomasse est peaalgt un
rendement de 0,19, Un tel résultat indique qu’au cours de cette phés glucose
pourrait étre la seule source de carbone utilisée fa croissance microbienne.

Les expérimentations réalisées au cours du clkapltront pour unique objectif de
rechercher un milieu chimiquement défini par cmi@lad’'un grand nombre de milieux
synthétiques. D’un point de vue pratique, le cgela’un grand nombre de milieux de culture
impose une faible fréquence de prélevement dédluarst Le manque de données
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expérimentales qui en résulte explique le fait gee valeurs de rendements sont purement
indicatives.

L’extrait de levure est principalement constit@rdatiére protéique. Hogdson (2000)
ayant abondamment répertorié les cas de catabofisates acides aminés par des
actinomycetes, il serait probable que la phas&leitle croissance ait lieu sur un ou plusieurs

substrats apportés par I'extrait de levure, panmgte les acides aminés.

[1l - 2 Croissance sur milieu minimum

Une expérience réalisée avec la suppression tatald’extrait de levure de la
composition du milieu de culture ne permet aucwelippement de biomasse appréciable. Il
semble que la bactérie manque d’un (ou plusiewnsposé(s) essentiel(s) pour sa croissance.
Le glucose, utilisé seul, n'est pas suffisant poduire le développement d&a. algeriensis.
L’extrait de levure pourrait étre une source deadaxs) de croissance pouvant combler une
(ou plusieurs) auxotrophie(s). L’élimination dextmit de levure du milieu de culture n’étant
pas possible, il est nécessaire de remplacer cgitt@nt par un ou plusieurs composés. Un
milieu synthétique doit étre recherché.

Par ailleurs, une autre expérience avec un mdantenant de 'EXL mais dépourvu
de glucose a été réalisée. Aucune croissance n'étnguobservée. Le glucose est donc
indispensable a la croissance. Ainsi, I'hypothesegtlicose utilisé aussi comme source

d’énergie peut étre avanceée.

lIl - 3 Recherche d’'un milieu synthétique

Il - 3 - 1 Influence des carbohydrates sur la crissance

Les observations du développementSde algeriensisur milieux minimum et semi-
synthétique font apparaitre un constat. Du pointvde macroscopique, sur milieu semi-
synthétique, la bactérie n’utilise pas seulemerglleose pour produire de la biomasse. Sur
milieu minimum, la bactérie se développe peu. Ellssomme peu le glucose comme substrat
carboné. Ainsi, il est Iégitime de se demandeegillicose est bien le carbohydrate adéquat
pour la culture de ce microorganisme.

Avant de développer le milieu synthétique, I'ighce de différents carbohydrates sur

la croissance d8a. algeriensisloit étre évaluéeinsi, d'autres carbohydrates ont été testés a
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la fois en condition favorable (en présence d’EXL)en condition défavorable (en absence
d’EXL) de croissance a la méme concentration mel@u équivalent) que le glucose, c'est-a-
dire 0,83 mM. Les rendements biomasse / carbolg/dsant présentés figure 111.3. Les
carbohydrates évalués ne contenant pas tous le nmé@mére d'atomes de carbone, la
biomasse maximale spécifique est la biomasse mamimapportée a la concentration
massique en glucose. Rappelons que le glucosealéetgse, le fructose et le mannitol
possédent 6 atomes de carbone, le lactose, leseatde saccharose contiennent 12 atomes
de carbone. Le glycérol n’est formé que de 3 atodeesarbone. Les dextrines et 'amidon
sont des polymeres de glucose.

L’observation générale de la figure confirme I ¢ae I'extrait de levure joue un réle
primordial et, pour le moment, indispensable p@udéveloppement d8a. algeriensisEn
effet, en présence d’extrait de levure, le rendérhemmasse / substrat {§ est en moyenne
3,6 fois plus grand qu’en son absence quel qudessiicre. Le Rs maximum sans extrait de
levure (0,042 g.0gexuines)) atteint tout juste le R le plus faible avec extrait de levure (0,04
0. Osaccharose)-

Il est a noter que I'ordre des performances d#érdnts sucres surxg est variable.
En effet, elles dépendent de la présence ou ndexdrait de levure dans le milieu de culture.
Par exemple, le meilleury® (0,184 g.gs?) est obtenu sur galactose en conditions favorables
alors qu'en conditions défavorables, il n'arrive’aqu 7™ position (0,029 ggs?). Les
dextrines donnent la meilleure performance suremithinimum (0,042 ,ggs™)., alors que sur
milieu semi-synthétique, elles arrivent seulemend®&* position (0,014 ggs?). Par contre,
guelles que soient les conditions de culture, lgsl&s plus faibles sont obtenus sur maltose

et saccharose.
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Figure 1lI1.3: Rendement Biomasse / Substrat spécifigue en fanctles différents
carbohydrates ¢ggs?) a) sur milieu minimum MOPS et b) sur milieu sesyithétique
MOPS. Glucose, galactose, fructose, lactose, nelteaccharose et glycérol (83 mM).
Dextrines et amidon (15 g*). Culture en fiole d&a. algeriensis30°C, 250 rpm, pH initial
1.

En présence d’extrait de levure, les carbohydrate6 carbones semblent
favoriser les meilleures productions alors que ceartenant 12 carbones induisent les
productions les plus faibles. En absence d’extiaitevure, les dioses : le lactose, le maltose
et le saccharose donnent les résultats les plole$aiPlus les molécules sont complexes, plus
leur assimilation demanderait un colt énergétiauieortant. Ainsi, les carbohydrates ayant
une structure simple permettraient une formatiorbidenasse plus importante que ceux a
structures plus complexes comme le maltose par jgieem

En conditions nutritionnelles favorables, le glsegermet le deuxiéme meilleugxR
(0,164 g.gs?). Le carbohydrate induisant le rendement le plasé le galactose, n'est pas
un sucre dit « standard » utilisé et étudié enucalmicrobienne. C’est donc le glucose qui
sera employé comme substrat pour la suite de €itie.
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Etant donné que le glucose apparait comme l'usentslleures sources de carbone
pour la croissance d&a. algeriensisil ne peut pas étre incriminé dans la mauvaise
performance du milieu de culture dépourvu d’extrddt levure sur la croissance &a
algeriensis Des études supplémentaires ont été menées aftlétdeminer quels éléments
susceptibles d’étre apportés par I'extrait de levowuvaient favoriser la croissance de cette

bactérie.

Il - 3 - 2 Croissance sur milieu synthétique

Les molécules étant a la fois susceptibles de tmmine éventuelle auxotrophie de la
souche et étant potentiellement présente dangdiexde levure ont été répertoriées (U.S.
Food and Drug Administration. 1995. Bacteriologi@alytical manual, 8th ed. AOAC
International. Gaithersburg, USA). Ainsi les acidaminés, les bases azotées et les
oligoéléments semblent étre les seuls constituliatsnt été criblés sur milieu minimum. Les

résultats sont présentés ci-apres.

Il - 3 -2 -1 Effet des acides aminés sur issance

Les acides aminés sont évalués par groupe. Lepgsoont été créés en fonction des
propriétés physico-chimiques des acides aminégraepe 1 est constitué des acides aminés
aliphatiques, aromatiques et hydrophobes de fgblds moléculaire : GLY, ALA, LEU,
VAL, TRP, PHE et PRO. Le groupe 2 regroupe TYR, SERR, CYS et MET qui sont des
molécules polaires et soufrées. Le groupe 3 radsdewacides aminés chargés : LYS, ARG,
HIS, GLU, ASP, GLN et ASN. Dans les groupes 1, 3,efa concentration de chaque acide
aminé est de 5 mM. Cette concentration est compul@ses la gamme des concentrations
d’acides aminés testées par Bouras (006). Pauw]lelle est équivalente a la concentration
en acides aminés libres présente dans 2 d'éxtrait de levure. Ceci permet la comparaison
des résultats par groupe avec un témoin posititetmmt 2 g.[' d’extrait de levure. Le
groupe 4 regroupe tous les acides aminés a unesaton de 1,7 mM chacun afin d’étre
également comparable aux groupes 1,2 et 3.

La figure IIl.4 présente la production de biomassesi que la consommation d’azote
alpha aminé a différents temps de culture. La auingion en azote alpha aminé est le reflet
de la concentration en acides aminés libres. Lagg@ contient seulement 25 mM d’acides

aminés contre 35 mM pour les groupes 1, 3 et 4.résgltats du groupe 2 ont été ajustés (x
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1,4) afin de pouvoir étre comparés a ceux des agir@upes en terme de concentration en

acides aminés.

2,5 |
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Figure 1ll.4 : Représentation de la production de biomassegaphsommation azote alpha
aminé (b) a différents temps : 0 h (blanc), 501s(glair), 100 h (gris foncé) et 150 h (noir)
en fonction des différents groupes d’acides amihés.groupes 1, 2, 3, and 4 sont préparés
comme expliqué dans le chapitre matériel et méthadetémoin positif est constitué du
milieu minimum MOPS supplémenté avec 2 ‘§.t'extrait de levure. Le témoin négatif
contient seulement du milieu minimum MOPS. Cultenefiole deSa. algeriensis30°C, 250

rpm.

D’un point de vue quantitatif, le groupe 2 perrd@emeilleure production de biomasse
(1,51 g.I*aprés 150 h), suivi par les groupes 1 (1,18'@prés 100 h) et 3 (1,08 @laprés
150 h).

Par contre, ce sont les acides aminés appartenargroupe 3 qui permettent le
développement le plus précoce du microorganisme2ApOh de culture, le groupe 3 permet
une croissance de 45% supérieure par rapport ap@rdb et supérieure d’'un facteur 1,7 par
rapport au groupe 2. Mais contrairement aux augresipes, la production de biomasse a
partir du groupe 3 demeure constante aprés 100duldee (1,18 g.IY). Les acides aminés
utilisés tous ensemble (groupe 4) permettent uaduyation plus précoce que I'ensemble des
autres groupes. 0,94 g-lde biomasse sont produits dés 50 h contre seutddyihg.* pour
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le groupe 1, 0,43 g:tpour le groupe 2 et 0,73 g'Lpour le groupe 3. L’ensemble des acides
aminés a un effet positif synergique sur l'inititide la croissance mais celle-ci semble se
stopper rapidement peut étre a cause de I'épuidaagide d’'un des acides aminés.

L’'observation de I'évolution de l'azote alpha a#immontre qu’l y a une
consommation des acides aminés en milieu synttétjile est de 184 mgipour le groupe
1, 113 mg.L* pour le groupe 2, 139 mg'Lpour le groupe 3 et 118 mg-lpour le groupe 4.
lls pourraient soit étre incorporés directementsdén synthése au cours de la synthése
protéigue soit étre désaminés et utilisés en taatspurce de carbone dans le cycle de Krebs
(Voelker et Altaba, 2001). Par contre, I'azote alpgminé n’est pas totalement épuisé au
cours de la culture, les acides aminés ne sontdaas leur ensemble, un facteur limitant. Il
est cependant possible que certains acides ampésfigues soient limitants pour la
croissance. Ces acides aminés seraient consommeés watesses difféerentes, ce qui aurait
pour conséquence I'épuisement d’'un des acides amaioés que la métabolisation des autres
continuerait.

L’évolution de l'azote alpha aminé dans le témpwsitif indique que les acides
aminés provenant de I'extrait de levure sont comaémau cours des 50 premieres heures de
culture. En effet, 132 mgtd’azote alpha aminé sont consommés en moins de &es
résultats confirment qu’en milieu semi synthétiqueje partie de la croissance du
microorganisme s’effectue sur les acides aminésegoant de I'extrait de levure. Les acides
aminés des groupes 1 et 3 sont rapidement consoaloréjue les acides aminés du groupe
2 sont utilisés plus tardivement apres 100 h daulLes acides aminés soufrés et polaires
seraient plus difficlement assimilés que les axitigdrophobes et chargés. Le groupe 3
pourrait contenir un ou plusieurs acides aminésomapts pour la croissance bactérienne car
les résultats de la culture effectuée avec ce grolgrides aminés montrent que, lorsque leur
consommation s’arréte, la concentration en biomaliseaussi n’évolue plus. A l'inverse, la
consommation des acides aminés du groupe 1 stémsegae la croissance continue.

Les résultats de ces différentes cultures ne peniepas de déterminer une
auxotrophie particuliere pour un acide aminé cstiégeensemble (groupe 4), ils ne permettent
pas une croissance similaire au témoin positif.dldeux fois plus de biomasse produite dans
le milieu témoin positif que dans le milieu contende groupe 4. Par contre, les acides
aminés utilisés en milieu synthétique ont quand mém effet positif sur la production de
biomasse che8a. algeriensispuisque, en moyenne, ils permettent une croigsarfois plus

importante que le milieu témoin négatif dépourvexd ait de levure.
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Il - 3 - 2 - 2 Effet des bases azotées surdéssance

La figure 1lIl.5 présente les performances des Sebaazotées (adénine, guanine,
thymine, uracile et cytosine) sur la productionbi@masse maximale a différents temps de
culture (a 100, 150 et 200h de culture). Afin denmor comparer les cultures effectuées sur
bases azotées avec celles effectuées sur acidegésarids bases azotées ont dans un premier
temps été évaluées séparément a une concentra&idnnuM. Les résultats de ces cultures
étant peu probants, une concentration supérieété testee (20 mM). Par ailleurs, elles ont

été jaugées ensemble a une concentration de 5 radlicé.
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Figure II1.5 : Production de biomasse a différents temps : 1@@am¢), 150 h (gris), et 200 h
(noir) de culture, en fonction des bases azotées.Hases azotées sont testées seules a 20
mM : adénine (A), thymine (T), cytosine (C), guanifG), et uracile (U) ou ensemble
(ATCGU). Le témoin positif contient du milieu minimn MOPS + 2 g.I* d’extrait de levure,

le témoin négatif ne contient pas d’extrait de feviCulture en fiole d&8a. algeriensis30°C,

250 rpm, pH initial 7.

Pour toutes les conditions de culture, la croissaest maximale apres 200 h de
culture. La concentration en biomasse maximalede§28 g.[*, dans le milieu ne contenant
pas d'extrait de levure et de 0,33 §,11,35 g.I*, 0,53 g.%, 0,95 g.1* 1,33 g.l* et 0,91 g.L

! dans les milieux synthétiques contenant de I'mééra thymine, la cytosine, la guanine,
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I'uracile et le mélange des 4 bases respectiveniiet.est de 2,3 g:t dans le milieu semi-
synthétique.

L'uracile et la thymine, utilisées seules, permettune production de biomasse 4 fois
supérieure a celle du témoin négatif. Ces valeors £ncourageantes mais elles sont
inférieures de 40 % a la quantité de biomasse |gar le témoin positif : 2,17 ; 2,27 et 2,3
g.L" aprés 100 h, 150 h et 200 h respectivement. Lsszmace sur uracile débute plus
rapidement que celle sur thymine. La guanine etystosine induisent une croissance
maximale supérieure d’un facteur 3,4 pour la guanét d’'un facteur 1,8 pour la cytosine, par
rapport au témoin négatif avec des concentrati@n®,85 ; 0,32 et 0,28 g'Len 100 h et
0,75; 0,46 et 0,29 gten 150h et 0,95; 0,53 et 0,28 §.en 200h respectivement. Les
valeurs de production de biomasse sur adéninerangigu minimum sont voisines quelle

gue soit la durée de la culture. L’adénine n’agiaffet sur la production de biomasse.

Bien que les bases azotées aient un impact psaitifa croissance microbienne, elles
induisent une croissance plus tardive que le témpogitif. En effet, dans le témoin positif, la
croissance se déroule avant 100h, puis jusqu’a,dD0ly a quasiment plus d’évolution de la
biomasse (+10%) alors que pour l'uracile et la timgma croissance s’effectue entre 100 et
200h. Par contre, les bases utilisées ensemblmil Shacune ne semblent pas avoir d'effet
positif sur la production de biomasse mais ellesiisent une croissance plus précoce. 0,69 et
0,9 g.L'* de biomasse ont été produits respectivement ertl0B0h par cette culture.

L’effet positif de bases azotées comme ['uracile la croissance microbienne a déja
été décrit dans la littérature, (Hendry, 1983h'dist pas surprenant que l'uracile et la thymine
donnent des résultats similaires, I'uracile edtdae azotée qui remplace la thymine au cours
de la synthése de I'ARN. Leur structure est simglala thymine possede un groupement

meéthyle supplémentaire en position 5.
Il - 3 - 2 - 3 Effet des oligoéléments sur laissance

Les expérimentations préliminaires ayant pourdigientifier les molécules ayant un
effet positif sur la croissance n'ont pas permis dettre en évidence une auxotrophie
spécifique. L'effet des éléments chimiques souméde trace (oligoéléments) a été évalué.
Un mélange d’éléments emprunté a la littératurddi@bié et al., 2005) a été ajouté au milieu

minimum comme décrit dans le chapitre « matériehéthodes ».
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La figure Ill.6 présente I'évolution du poids sgures différentes durées de culture : 150 h,

260 h et 330 h en fonction des différents mélamaigyoéléments ajoutés.
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Figure 1.6 : Production de biomasse a différents temps : 150am¢), 260 h (gris), et 330 h
(noir) de culture en fonction des mélanges doligoents. Le mélange a été testé a 3
concentrations (cf tableau 1.6 dans le chapityedloligo fer 1X », dix fois moins concentré
« oligo fer 0,1X », and dix fois supérieur (oliger fL0X). Le fer est testé en association avec
le mélange d’oligoélément ou séparément. Le ténmpoisitif contient du milieu minimum
MOPS + 2 g.[* d’extrait de levure, le témoin négatif ne contipais d’extrait de levure.

Culture en fiole d&a. algeriensis30°C, 250 rpm, pH initial 7.

Les mélanges « oligo fer 1X », « oligo 1X », « {&¢ », « oligo fer 0,1X » et « oligo
fer 10X » permettent une production de biomasseime de 0,67 ; 3,27 ; 0,04 ; 3,9 et 0,2
g.L " respectivement. Les mélanges « oligo 1X » et «digd®,1X » induisent une croissance
supérieure au témoin positif. Il est a noter qudt8de culture, la biomasse diminue dans le
témoin négatif ce qui peut s’expliquer par de kelgellulaire.

Dans tous les cas, le développement de la badtdersient aprés 150h de culture.
Une telle latence s’expliquerait par la composititnchaque mélange qui contient plus de 10
oligoéléments dont certains ont un effet stimukdors que d’autres ont un effet inhibiteur.
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Ainsi, cette régulation complexe et compétitive pail expliquer une telle phase de latence
de 150h.

L'addition de fer «fer 1 X » induit seulement uomissance faible (0,04 g'Lde
biomasse en 330h). Cet élément associé avec lamigtandard « oligo fer 1X » permet une
production de biomasse 5 fois inférieure a celleeolee avec cette méme mixture dépourvue
de fer «oligo 1X ». Dans nos conditions, il semdikeque le fer ait un effet inhibiteur sur la
croissance d8a. algeriensis

Les performances en termes de production de besnasont inversement
proportionnelles a la concentration en oligoélémene mélange « oligo fer 10X » permet
une production de 0,2 gL Le mélange « oligo fer 1X » permet une producter0,67 g.L.

Le mélange «oligo fer 0,1X » permet une productien3,9 g.[*.Ces résultats pourraient
s’expliquer par le fait qu'un (ou plusieurs) degndents chimiques du mélange standard

d’oligoéléments pourrait avoir un fort effet inhiir sur le développement 8a. algeriensis

[l - 3 - 3 Récapitulatif

Le tableau Ill.1 récapitule les résultats des stigations de la recherche d’'un milieu
synthétique pour la croissance 8a. algeriensisLes bases azotées, les acides aminés et les
oligoéléments stimulent la croissance 8a. algeriensissur milieu synthétique, plus
particulierement, l'uracile et la thymine et lesides aminés non polaires. L'ajout
d’oligoéléments dans une gamme de concentratienfaible permet le développement de la
bactérie.

Aucune auxotrophie n’a été mise en évidence. Dgprtheses peuvent étre avancées,
soit la cible de l'auxotrophie n’a pas encore ééntifiee, soit la souche ne présente pas
d’auxotrophie et I'optimisation du milieu de cukudoit se poursuivre. Par ailleurs, afin de
déceler une éventuelle multi auxotrophie, I'effembiné des acides aminés, des bases
azotées et des vitamines B a été investigué maisnarésultat probant n’a découlé de ces
expérimentations. Toutefois, ces milieux proposésvpnt servir de base a d’autres études

précises et quantitatives sur ce microorganisme.
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Tableau Il1.1 : Effet des différents composés testés sur Iasanice dSa. algeriensis
-- : effet trés négatif ; - : effet négatif ; =ncidence nulle ; + effet positif ; ++ effet tresspd

par rapport au milieu minimum. +++ : effet posfi#r rapport au milieu semi-synthétique.

. . acides aminés
Dioses - Dextrines = . ++
chargés

acides aminés

Amidon - Adenine = aliphatiques et ++
aromatiques

Mannitol - Galactose + thymine ++

Glycerol - Cytosine + uracile ++

oligoéléments 10

X - Guanine + |oligoélément 0,1 X | +++

acides aminés o
Fructose = : .| ++ | oligoélément 1X +++
polaires et soufrés

1l - 4 Essai en réacteur

La culture en fiole a permis de cribler rapidement grand nombre de milieux
synthétiques. Cependant, ce mode de culture peedemombreux inconveénients : possibilité
d’échantillonnage réduite, non maitrise de la cotre¢ion en oxygene dissous et absence de
connaissances sur l'activité respiratoire du migganisme. Ce manque de données rend

toutes interprétations supplémentaires sur le noétabe du microorganisme approximatives.

L’emploi de 'uracile (20 mM) en complément du ghse (15 g.L!) et des sels donne
des résultats satisfaisants en termes de croisgencalture en erlenmeyer (chapitre I11-3-2-
2). Létude qualitative et quantitative précise duaicroorganisme nécessitant un
environnement contrélé, ce milieu synthétique acdet® testé en réacteur.

La figure 11l.7 présente la production de biomasseréacteur batch sur différents

milieux de culture, notamment le milieu synthétigiéeloppé en fiole.
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Figure 1Il.7 : Evolution de la production de biomasse sur difisemilieux : milieu
synthétique (EXL 0 g.t et uracile 20 mM) triangles gris ; milieu semi-#ytique (EXL 2
g.L™" et uracile 0 mM) losanges blancs et milieu semidsgtique standard (EXL 2 glLet
uracile 20 mM) carrés noir§a. algeriensisculture en réacteur batch, 30°C, pH 7, 0,5 vvm et
150 rpm.

Aprés 90h de culture, le milieu synthétique pertaeproduction de 0,55 glde
biomasse alors que les milieux semi-synthétiqudsigent des productions de biomasse de
1,8 g.L'* (sans uracile) et 4,1 g'l(avec uracile 20 mM). La production de biomasseress
fois moindre sur milieu synthétique (EXL O &.let uracile 20 mM) par rapport au milieu
semi-synthétique (EXL 2 g:Let uracile 0 mMm).

Sur le milieu synthétique (EXL O g'Let uracile 20 mM), la croissance n'est pas
suffisante pour accentuer les phénomeénes macragepde consommation et de production.
Or, il est important de les accentuer afin quevisurs expérimentales se situent en dehors
des barres d’erreur de mesure et d’éviter aingigoabléme d’interprétation des données. Un
des objectifs de cette étude étant de mener dds®tiuantitatives sur le développement de

84



Sa. algeriensi®n culture liquide, I'utilisation de I'extrait devure dans le milieu de culture
est conservée.

Dans I'état actuel des connaissances sur la ectiamploi de I'extrait de levure
s’avere donc indispensable pour la culture du miganisme. L'utilisation de l'uracile a
également été maintenue car elle présente unendodi® positive sur la croissance. En effet,
la présence d'uracile dans le milieu de cultureissmthétique (EXL 2 g.L)) multiplie par
un facteur 2,2 la production de biomasse apréesd@Giulture (figure 111.7).

Le milieu employé pour la suite de I'étude contign glucose (15 g:t), de 'EXL (2
g.L™"), de l'uracile (20 mM) et des sels.
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Chapitre IV

Analyse qualitative du comportement
Saccharothrix algeriensis



IV - Analyse qualitative du comportementSaccharothrix algeriensisur
milieu semi-synthétique standard.

En vue d'établir un schéma réactionnel génératiéeloppement d8a. algeriensis
en culture liquide, sa croissance et la productierthiolutine sont décrites puis interprétées
dans ce chapitre. Plusieurs expériences ont atssménées dans différentes conditions,

notamment de limitations nutritionnelles.

IV - 1 Description de la croissance dé&accharothrix algeriensiset de la production de

thiolutine sur milieu semi-synthétique standard.

Le milieu semi-synthétique standard utilisé aursale cette étude contient entre autre
du glucose (15 gt), de l'uracile (20 mM) de I'extrait de levure (2Ld) et des sels. Au
travers d’une expérience menée a 30°C et a pHé&&gidlen réacteur batch, le développement

de Sa. algeriensisur milieu semi-synthétique standard est décrisda paragraphe.
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Figure IV.1 : Evolution de la vitesse de production de dioxgidecarbone au cours du temps
sur milieu semi-synthétique standard (EXL 2§t uracile 20 mM)Sa. algeriensisculture

en réacteur batch, 30°C, pH 7, 0,5 vvm and 150 rpm.

87



2 16 6 m[160 5 600 ~160 1 40
2 a g > :_'T b o E,
3 ' Sl3s3
% 14 siba 5140 3 2s00¥ 4 1408 98
S B § 5 o o k= 2 =
= [ ) D190 ~ ¥ ] 1} 11202 1303
5 12 =[120 3 ts 1208 1303
7 byl g 4 Z 400 % % 2.3
107 ¢ i [100 7 m % 1100 2 125G
1] 2 3.3 4 ~ 1] 2 3 4 Elonle
] 300 L 80 120~
8 : 3 80 z i
61 * 7 " L, |60 200 ¢ 60
‘c " L 0 2 tap (10
: §<>‘ ¢ 6‘6 1 ® 100 <>s LX) o 0920 5
a L r L
0 \ \ \ \ \ —2mwty L O 0 w w \ \ e Y LO
0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140 Temps (h)

Figure 1V.2 : Culture batch dé&a. algeriensisur milieu semi-synthetique standard, 30°C,
pH 7, 0.5 vwm and 150 rpm) Biomasse en g:t (losanges blancs), azateaminé en mg.tt
(ronds bleus) et glucose en g.(carrés violets)b) Thiolutine en mg.L* (losanges jaunes),

azotea-aminé en mg.L(ronds bleus) et ions ammonium en mi{darrés verts).

La figure IV.1 présente la croissance 8a algeriensisainsi que la production de
thiolutine sur le milieu semi-synthétique standdarabservation des cinétiques de production
de la biomasse et de la thiolutine ainsi que caelkesa consommation des substrats suggere
gue, dans ces conditions, la croissance peut &tisd en quatre phases. La premiére phase
(1) est une période de croissance d’'une durée delL20beconde phas@)(est une pause ou
un fort ralentissement dans la croissance d'unéeddfenviron 20h. Elle est suivie d’'une
seconde phase de croissance d’'une durée de3hOba(derniére phasé) correspond a une
diminution de la concentration en biomasse.

La mesure du dioxyde est continue. Elle est pééféaux valeurs des constituants
(échantillonnage ponctuel : valeurs discrétes) mimir ces différentes phases. C’est donc

I'observation de la figure V.1 permet de délimitexs différentes phases.
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Figure IV.3 : Détermination graphique des vitesses de croissgmeeifique des phases 1 et
3. Le taux de croissance est la pente de la dhoi¥ = f (temps). Culture batch d®a.

algeriensissur milieu semi-synthétique standard, 30°C, pB.%,vvm and 150 rpm.

La phasel est caractérisée par une augmentation de la cvattien en biomasse
(figure IV.2a). Il y a une production de 0,96 J.de biomasse en moins de 20h avec une
vitesse spécifique (i de 0,118 H (figure 1V.3). Elle s'accompagne d’une diminuticapide
de la concentration en azote alpha aminé dont leuvgasse de 141,9 a 30,9 mg.L
Parallélement, il se produit une augmentation dd 17g.L* d’ions ammonium au sein du
milieu de culture (figure IV.2b). Cette premiereagh se distingue par une augmentation de la
vitesse de production du dioxyde de carbone quairat0,8 g.C*.h*(figure IV.1). Il y a
seulement une consommation de 0,4'gde glucose au cours de cette phase. Cette petite
guantité de glucose correspondrait a une utilisagio tant que source d’énergie. La mesure
du glucose au moment de I'inoculation semble eeorer sa concentration augmente. Elle
n’est pas prise en compte. La production de thimdudlébute en début de phase 2 apres 14,5h

de culture. Sa concentration augmente de 2 & 8 hi§idure 1V.2b).

La phase 2, d'une durée d’environ 25h, est carigég par un fort ralentissement de la
croissance. La concentration en biomasse augmente3d g.[*. Le taux de croissance est
divisé par 8 (4 = 0,015 H). Cette phase s'accompagne d'un ralentissementade
consommation en azote alpha aminé. En effet latdéatiazote alpha aminé consommée est
divisée par 9 (figure 1V.2a). La vitesse de productde dioxyde de carbone stagne alors que
la consommation des ions ammonium débute (75,4 Thgsbnt consommés). La

consommation du glucose quadruple. Au cours dee gathse de croissance ralentie, la
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concentration en thiolutine augmente pour atteigdd®h une concentration maximale de 33
mg.L*(figure 1V.2b).

La phase3 est une nouvelle phase de production de biomasseoncentration en
biomasse maximale de 4,9 g.kest atteinte au cours de cette période. Elle stndue de la
phase 1 par une durée plus longue (55h) et unsseitepecifique de production de biomasse
cing fois inférieure (u3 = 0,021 (figure 1V.3). Les concentrations en glucose rtiens
ammonium diminuent fortement de 9,9 G4t de 408,2 mg.L respectivement. La vitesse de
production du dioxyde de carbone double pour afteitfe valeur maximale de 0,16 ¢.b™
La concentration en azote alpha aminé n’évolue imed plus. La variation de sa
concentration est de seulement 3,5 rifglla concentration en thiolutine diminue pendant la
phase3. Elle varie de 33 mg:ta 23,9 mg.L[.

La quantité de glucose restante est consommeée oats ae la phasel. La
concentration en biomasse et la vitesse de pranudié dioxyde de carbone diminuent (-20
% et -68 % respectivement). Une reprise de la miaiu de la thiolutine intervient au cours
de cette derniére phase. En effet, en 24h, la obrat®n en cette molécule bio-active
augmente de 23,9 & 30,2 mg.L

Au cours du développement du microorganisme, bk CQ est corrélée aux
guatres phases de croissances décrites précédertfigerd 1V.1). La vitesse de production
du dioxyde de carbone est un indicateur efficaae paivre en ligne le développementSke
algeriensis Cette variable pourrait servir, a terme, de mayertontrdle de la culture liquide

de ce microorganisme dans un procedé de produaiiwstrielle, par exemple.

La figure 1V.4 présente un zoom de I'évolution tdwx d’assimilation des différents
acides aminés au cours des 40 premieres heurdtdeegg'est-a-dire pendant les phases 1 et
2 du développement du microorganisme. L'ensembieadides aminés a I'exception de la
leucine, de la lysine et de la proline sont totaemassimilés pendant les deux premieres
phases du développement 8a. algeriensisLes acides aminés aspartate et glutamate sont
totalement assimilés en moins de 13h. L’alaniresgdaragine, la serine, glycine, thréonine,
I'histidine et la cystéine sont épuisés des 17,8hcdlture. Enfin, la valine, la methionine,
l'isoleucine, la phénylalanine puis la tyrosineletryptophane constitue le groupe d’acides
aminés consommé plus tardivement, aprés 19,83hullerec Aprés 42h, il reste 21% de
leucine, 23% de lysine et 85% de proline. La préidacde thiolutine débute dés 15h de

culture.
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Figure IV.4 : Evolution des taux d’assimilation de chaque acita libre sur milieu semi-
synthétique standard (EXL 2 g'Let uracile 20 mM) au cours des phases 1 eLe?.
concentration en thiolutine (mgl. est représentée en paralléBa. algeriensisculture en
réacteur batch, 30°C, pH7, 0,5 vwvm and 150 rpm.

En matiére de rapidité d’assimilation les acidega@sipeuvent étre classés en 4 groupes :
- Groupe « assimilation » 1 : GLU, ASP.

- Groupe « assimilation » 2 : ALA, SER, ASN, THRR®G, GLY et CYS.

- Groupe « assimilation » 3 : VAL, PHE, HIS, ILERP et TYR.

- Groupe « assimilation » 4 : LYS, LEU et PRO.

L’épuisement des premiers acides aminés appattenamgroupe « assimilation » 1
coincide avec la transition entre la phase 1 phise 2. Cette premiére carence provoquerait
un ralentissement du métabolisme microbien quiegtutrait par une diminution de la vitesse
de production de Cf et de la vitesse de consommation d’azote alphaeaffigures V.1 et
IV.2a). La premiere phase s’effectuerait sur ledesaminés du groupe « assimilation » 1 et

sur une grande partie du groupe « assimilation » 2.
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Ces groupes « assimilation » ne sont pas les mguoeeges groupes formés selon les
propriétés physico-chimiques des acides aminésd®ia recherche d’'un milieu synthétique.

Ces résultats ne sont donc pas comparables avessldtats présentés dans le chapitre 1.

IV - 2 Interprétations

Pendant la phase 1, la concentration en azote aptiné diminue de 111 mg'L
Alors que la concentration en ion ammonium augmetge17,4 mg.L’. Cette chute
correspondrait & une consommation rapide des ael@ses libres apportés par I'extrait de
levure. Les acides aminés (ou seulement certains acideséamiconsommés seraient
préférentiellement désaminés puis incorporés dineenht dans la synthése protéique plutdt
gue d’étre intégrés au cycle de Krebs et étresaslien tant que source de carbone (Voelker et
Altaba, 2001). Leur désamination impliquerait ufamgage des ions ammonium dans le
milieu de culture (figure IV.2b). D’'un point de vupiantitatif, d’apreés la formule chimique
moyenne des acides aminés, la quantité d’'ions arnumorelarguée dans le milieu extérieur
pourrait correspondre a la quantité d’ammoniumeasde la désamination des acides aminés
consommeés. Ceci corrobore [I'hypothese sur le devatgs acides aminés, citée

précédemment.

L’'analyse de la figure IV.4 confirme qu’au cours ld premiére phase de croissance,
la bactérie croit sur les acides aminés libreslsSeacides aminés (leucine, lysine et proline)
ne sont pas épuisés au cours de la phase 2. Efitenque la bactérie semble présenter une
préférence pour certains acides aminés. Les acia@sés chargés: glutamate et aspartate,
sont consommes les premiers, puis les acides amatesine, glycine, sérine, thréonine,
cystéine et asparagine. Certains acides aminés matres et d’autres hydrophobes. La
figure IV.5 est le classement des acides aminésemsemble et sous ensemble en fonction de
leurs propriétés de structure. En fait, leur p@ommun est que ces acides aminés sont a
I'exception de l'aspartate de faible poids moléeldcf figure IV.5). Par contre, la bactérie
semble présenter plus de difficultés a assimilsrdeides aminés a structures aromatiques
(phénylalanine, tyrosine et tryptophane) et alighegs (valine et isoleucine), qui sont de

nature particulierement hydrophobes.

92



Minuscules Petit
\

Proline

Aliphatiques

_ Chargés

positivement

Aromatiques

Figure IV.5: Diagramme de Venn du classement des acides amgeprppriétés de

structures.

Sur milieu semi-synthétique standard, les diffeyesubstrats sont consommeés de
maniére séquentielle. Dans un premier temps, l@bacroit a partir des acides aminés libres
amenés par I'extrait de levure (figure 1V.4). Unésfla majorité des acides aminés épuisés, la
bactérie se multiplie plus lentement. En effet,ctancentration en biomasse évolue peu
pendant la phase 2. Cette période s’apparentetaiegériode de diauxie (Lee et al., 1974 ;
Narang et Pilyuing 2006). Il s’agirait d’'un temp&dhptation du microorganisme a un
nouveau substrat, le glucose, suite a I'épuisemeniacides aminés. La bactérie doit changer
son équipement enzymatique afin de pouvoir utilifersubstrat restant (induction de
nouvelles enzymes et du systeme de transport afjéqua

Dans notre étude, le glucose, bien que peu congopamdant la phase 1, s’est avéré
étre indispensable au développement du microongemnifl est certainement utilisé en faible
guantité en tant que source d’énergie. Dans celegdicose qui est un substrat énergétique
pendant la phase 1, devient en plus un substrbbiérau cours de la phase 2. Donc, la
bactérie aurait besoin d'un laps de temps nécessaiaugmentation de ses capacités
cataboliques, en terme de flux métabolique du glecba production de dioxyde de carbone
qui intervient pendant cette période traduit ungagee activité métabolique. La bactérie
maintient son activité métabolique au ralenti eieratant de pouvoir utiliser le glucose en

hY

guantité supérieure. Puis dés que toutes les gtasctnécessaires a une utilisation plus
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importante du glucose (transporteurs spécifiqueneymes de dégradation) sont en place, la
bactérie redémarre sa croissance sur ce nouveatraulid’autres actinomycetes présentent
une croissance diauxique sur milieu contenant @lusisubstrats ce qui tend a confirmer ces
observations (Novotna et al., 2003). Ch8&eptomyces coelicolocultivé sur milieu
synthétique contenant un meélange de glutamate etadtese, la période de diauxie est d’une
durée de 10h.

Au cours de la premiére phase de croissance (d)ases acides aminés auraient un
double réle, a la fois de source de carbone etfaidade source d’ammonium, alors qu’au
cours de la deuxieme période de production de Bem§hase 3), les sources de carbone et
d’azote sont différentes. Le glucose est sourceadkone alors que 'ammonium remplit le
réle de source d'azote. Une étude menée par Noy@o@3) surS. coelicoloren milieu
synthétique contenant un acide aminé et un suanérice ces résultats. La production de
biomasse semble stoppée par I'épuisement des iomeoamium. La diminution de la
concentration en biomasse qui suit cet arrét siguptait par une lyse cellulaire partielle
(phase 4). Elle interviendrait apreés qu'un des satssait été épuisé sans que la bactérie ait a
sa disposition un substrat alternatif.

L’analyse de I'évolution de la production de thihe présentée en paralléle de
I'assimilation des acides aminés présentée figuré indique que la production de thiolutine
débute aprés 15 heures de culture, lorsque lesigneactides aminés (glutamate et aspartate)
deviennent indisponibles. La quantité de thiolutfiemg.L) présente initialement dans le
milieu de culture provient de la préculture. L’émment du milieu de culture en acides
aminés provoquerait un ralentissement de la cnoégsdu microorganisme, ce qui induirait la
synthése de thiolutine. Cette hypothese correspooelle évoquée par Hogdson (2000). En
effet, lorsque la croissance bactérienne est [Eréupar une carence en acides aminés par
exemple, le métabolisme secondaire pourrait étdeliinpour permettre au métabolisme
primaire de se maintenir au ralenti en attendaatlgwarence en question soit comblée.

Par ailleurs, I'apparition d’'un second pic de pratibn de thiolutine & 107 h de culture
correspond a I'épuisement des ions ammonium duemitle culture (figure 1V.2). Tout
comme I'épuisement du milieu de culture en acidemas, la carence en ions ammonium
provoguerait un nouveau ralentissement de la @oesdu microorganisme, ce qui induirait
une nouvelle synthése de thiolutine. Cette hypetlesrespond toujours a celle évoquée par
Hogdson (2000). En effet, lorsque la croissancdaéb@nne est a nouveau perturbée par la

carence en azote le métabolisme secondaire semduaeau induit. Cela implique que,
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pendant la deuxiéme croissance sur glucose, |ebolé&tme secondaire est lui aussi maintenu
en veille.

Au cours de la phase 4, la concentration en thi@wiminue. Elle pourrait étre soit
dégradée ou soit transformée en un autre produipgurrait étre un autre membre de la

famille des dithiolopyrrolones.
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Figure IV.6: Production spécifique de thiolutine (M@ineGx>) Sur milieu semi-

synthétiqueSa. algeriensisculture en réacteur batch, 30°C, pH7.

La production spécifique de thiolutine (mg de thime par g de biomasse) est
présentée figure IV.6. Elle est maximale (24 rify.@ 42h de culture, cette période
correspond a la fin de la phase de diauxie de ¢t4€ba. Au-dela de 42h, elle chute pour
atteindre une valeur de 5 MguineOx - @ 107h de culture puis remonte & 7H@ine0x - de
107 a 180h de culture. La biomasse qui s’est dppéle a partir des acides aminés est au
moins 3 fois plus productive que celle qui s’estaléppée a partir du glucose. Ce constat
pourrait avoir plusieurs explications. La biomaégge serait moins apte a produire de la
thiolutine a cause de I'agrégation des pelotedlliggantes. L'augmentation de leur taille
engendrerait différents problemes de transfert wtements au coeur de la biomasse. Il n'y
aurait plus assez de précurseur de cette moléodetive dans le milieu de culture aprés
107h.

Ainsi, sur ce type de milieu, si I'objectif étaitobtenir un titre maximum de

thiolutine, il ne serait pas nécessaire de faisealdtures d’une durée supérieure a 50 h.
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IV - 3 Etude de sensibilité

IV - 3-1 Sensibilité des concentrations en ghg&et en extrait de levure

Sur un mélange de substrats de natures différeptgsexemple, le glucose et les
acides aminés, la bactérie utilise préférentiellentes acides aminés, puis le glucose, pour
son développement. Cette utilisation séquentiadke sibstrats est certainement le fruit d’'une
régulation précise du catabolisme de la bactémeefiet, en présence de plusieurs substrats,
les microorganismes mettent souvent en place d#érsgs de catabolisation finement régulés
afin d’optimiser leurs ressources énergétiquesutritionnelles. Afin de vérifier si la bactérie
Sa. algeriensipossede de tels systemes, une série d’expériegte eonduite. L'effet de

plusieurs concentrations en glucose et en extediélre a été évalue.

Trois concentrations en glucose (3, 5,5 et 8'.ant été testées sur milieu semi-
synthétique. Les résultats de cette expérience gwésentés figures IV.7 et IV.8.
L’observation de la figure V.7 montre qu’aprést8da concentration en thiolutine est de 15
mg.L* dans le milieu contenant 3 ¢'Lde glucose et, 7,5 et 3 mg.ldans les milieux
contenant respectivement 5,5 et 8 hde glucose. A ce stade de la culture, la prodnadi®
dioxyde de carbone est de 1,45 : 1,75 et 2 gians les milieux contenant 3 ; 5,5 et 8yde
glucose. Ces résultats montrent que plus il y gldoose dans le milieu de culture, moins la

bactérie produit de la thiolutine et de dioxydeceeébone.
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Figure IV.7 : Production de Thiolutine (mgi) et CQ (g.L™Y) en fonction du temps pour
différentes concentrations en glucose :3 g.L*; o: 5,5 g.L'* and A: 8 g.L%, sur milieu
semi-synthétique (2 gl d'extrait de levure)Sa. algeriensisculture en réacteur batch,
30°C, pH 7, 0,5 vwm and 150 rpm.
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Figure IV.8 : Consommation de I'aspartate (assimilation teggde), thréonine (assimilation
rapide), isoleucine (assimilation lente) et de yairle (assimilation tres lente) en UM en
fonction du temps pour différentes concentratianglacose #: 3 g.L*; o: 5.5 g.L.* and A:

8 g.L', sur milieu semi-synthétique (EXL 2 @'} Sa. algeriensisculture en réacteur batch,
30°C, pH 7, 0,5 vwm and 150 rpm.
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La figure IV.8 qui présente I'évolution des conrations en aspartate, thréonine,
isoleucine et lysine qui sont des acides aminéstamps d’assimilation trés différents (cf
figure IV.4). L'aspartate appartient au groupe siraglation » 1, la thréonine est un acide
aminé représentant le groupe « assimilation » #&ol6ucine appartient au groupe
« assimilation » 3 et la lysine fait partie du greu< assimilation » 4.

Aprés 10h de culture, 66 %, 48 % et 39 % de I'dapa présent initialement a été
assimilé dans les milieux contenant 3 ; 5,5 etl8'gle glucose. Dans ces mémes milieux, la
thréonine est assimilée a hauteur de 86 %, 70 49 % apres 15h de culture. Dans ces
conditions il reste 32 %, 58 % et 70 % de la cotre¢ion initiale en isoleucine dans le milieu
de culture aprés 19h de culture. Enfin, la lysisetetalement assimilée apres 72h dans le
milieu contenant 3 gt de glucose alors qu'il en reste 27 % et 73 % deasmilieux
contenant 5,5et 8 g'.JLde glucose respectivement.

L’analyse de ces données indique gue le glucasetagalement un effet répressif sur
la vitesse de consommation de ces 4 acides amilirgifet répressif du glucose sur le
métabolisme de la bactérie serait mis en évideacegite série d’expérience. Cependant, il
demeure faible car la bactérie croit sur les acaemés méme en présence d’une tres faible
concentration en glucose. |l serait judicieux dagetedes concentrations en glucose inférieures
a 3 g.L' mais non nulles, le glucose étant certainement amece énergétique pour le

microorganisme.

La figure V.9 représente I'évolution de la biorea®t de la thiolutine en fonction de 2
concentrations en extrait de levure. Aprés 41 eplecentration en biomasse est de 1,13'g.L
dans le milieu EXky_et de 1,8 9.}, soit 35% de plus, dans le milieu EL Apres 160 h,
la biomasse produite est de 2,5 §dans le milieu EXkg. contre 3,7 g.l' dans le milieu
EXLegL. La production de thiolutine débute dés 18,5h damsilieu EXLsg. et 2h plus tard
dans le milieu EXkg.. Le titre maximal de thiolutine est observé api@$ sle culture pour le
milieu EXLeg. (30 mg.L") et aprés 100h pour le milieu EX (27 mg.L™Y).

L’analyse de la figure IV.9 montre que ces culuseiivent les mémes phases de
développement que la culture (EXL 2 g.kt uracile 20 mM) décrites précédemment. Ainsi
la phase 1 dure jusqu’a 24h de culture, et la pBasetermine apres 48h de culture. La phase
4 est matérialisée uniquement pour la culture &Xfui est la seule a atteindre la période de

lyse cellulaire suite a I'épuisement du glucose.
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La concentration en extrait de levure a un eft&iff direct sur la concentration en
biomasse produite au cours de la phase 1. En effet, augmentation de 33% de la
concentration en extrait de levure permet une polu de biomasse supérieure de 35%
pendant la phase 1. Par contre, il y a peu d’initeede la concentration en extrait de levure
sur le titre maximal de thiolutine produit. L'extrale levure aurait un effet négatif sur la

production spécifique de cette molécule.
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Figure IV.9 : Evolution des concentrations en biomasse (lass)ngt en thiolutine (carrées)
en fonction de 4 (gris) et 6 (noir) g'ld’extrait de levure (uracile 20 mM et glucose 167%.

Sa. algeriensisculture en réacteur batch, 30°C, pH 7, 0,5 vvioh B0 rpm.
IV - 3 -2 Incidence d’une limitation en glucose

La figure V.10 présente I'évolution de la prodoaot de thiolutine au cours d’'une
culture menée en condition de limitation de glucos@parée a une culture en condition non
limitante. L’observation de la figure 1V.10a indigue le glucose est totalement épuisé apres
85h de culture. Il n'y a pas d’épuisement du glecas cours de I'expérience présentée par la
figure IV.10b La cinétique de production de la thtme menée en condition limitante (figure
IV.10a) présente deux maxima (un premier maximuneésa@Oh et un second aprés 140h de
culture). La culture menée en condition non limigar{figure 1V.10b) ne présente qu’'un seul

maximum apres 85h. Chaque maximum correspond aénede de production de thiolutine.
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Figure 1V.10: Cinétiques de production de la thiolutine en mig(losanges noirs), de
consommation du glucose en g(tarrés noirs) et de la consommation des ions ariumon
en mg.L* (carrés blancs). a) le glucose est limitant, 'amium n’est pas limitant. b) Le

glucose et 'ammonium ne sont pas des facteursdirhi

La deuxieme période de production de thiolutinéncide avec I'épuisement du
glucose par le microorganisme (fleche noire sufidare 1V.10a). La méme culture ne
présentant pas cette limitation nutritionnelle néspnte pas de second pic (figure 1V.10Db). Il
semblerait que la carence en glucose induise uneelle période de biosynthése de la
thiolutine. Ce phénoméne a été aussi observé damsahditions de culture différentes. La
culture conduite avec 6 g'Ld’extrait de levure présente une deuxiéme phaseraiuction
de thiolutine qui débute a partir de 160h (figwe9). Elle correspond aussi a une période de
lyse cellulaire. Cette période de lyse cellulaa# $uite a I'épuisement du glucose du milieu
de culture par la bactérie.

L’épuisement du glucose provoque un ralentisserdanmnétabolisme primaire de la
bactérie. Tout comme le ralentissement causé gauiement en ion ammonium (figure
IV.2), ce ralentissement di a la limitation en gk induirait a son tour le métabolisme

secondaire et donc la production de thiolutine.
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IV - 3 -3 Impact d’'un pulse de cystine

Cette étude se consacre principalement a I'étueldadproduction de thiolutine.
Cependant, cette molécule n’est pas la seule thihyaolone produite paBa. algeriensisLa
figure IV.11 présente les profils de production ldethiolutine ainsi que celui des autres
dithiolopyrrolones sur milieu semi-synthétique. Pgpothése, les autres dithiolopyrrolones
absorbent la lumiere a la méme longueur d’ondel@tigiolutine et leur spectre d’absorption
est identique. Ainsi, les concentrations sont regmées en unités arbitraires. Une étude
précédente menée par Bouras a montré I'effet palgtia cystine, a une concentration de 5
mM sur la production spécifique de thiolutine cegeamt cette étude présente peu de données
cinétiqgues. Un pulse de cystine (5mM) est réaligeés 106 h de culture afin d’évaluer
l'influence de cette acide aminé sur les cinétiqgdegproduction des dithiolopyrrolones. Il est

matérialisé par la fleche noire.

60000 20000

—e—thiolutine -+ 18000

50000 dithiolopyrrolones totales

—o—autres dithiolopyrrolones + 16000
+ 14000
40000

ool g} /“f / \{. S ]
20000 fM\/ A /\/ V\ { 8000
/ s | oo

-+ 4000

¢ A
10000 ﬁ w ~
7 2000
0& ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0

0 50 100 150 200 250
temps (h)

autres dithiolopyrrolones
(unités arbitraires)

thiolutine et dithiolopyrrolones
totales (unités arbitraires)

Figure IV.11: Profils de production des dithiolopyrrolones suilieu semi-synthétique.
Thiolutine (losanges noirs), dithiolopyrrolones ales (triangles gris) et autres
dithiolopyrrolones (carrés blancs) en unités aabitss. Pulse de cystine a 5 mM (fleche
noire).Sa. algeriensisculture en réacteur batch, 30°C, pH 7.

En condition de culture classique (sans pulse)rdauction de thiolutine et celle des
autres dithiolopyrrolones présentent des profils pdeduction similaire. En effet, leurs
productions débutent aprés 18h puis leurs conde@nisaévoluent peu jusqu’a 100 h de
culture. Cependant, la thiolutine est majoritairamproduite par rapport a la somme des
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autres dithiolopyrrolones. Par exemple, a 41h4sudeire, il y a au moins dix fois plus de
thiolutine que les autres dithiolopyrrolones danmilieu de culture.

Aprés 106 h de culture, un pulse de cystine, nuidetavorisant la formation de
thiolutine en culture en fiole est effectué. Cespubst volontairement effectué au cours de la
croissance sur glucose, la biomasse produite est de 2,36 g.t. Il semble induire une
nouvelle période de production de thiolutine. Ihatle fortement la formation des autres
dithiolopyrrolones par rapport a la thiolutine pigpres 187,5h de culture, il n'y a plus que
5 fois plus de thiolutine par rapport aux autrethidiopyrrolones contre un facteur 10 en
conditions standards. Apres 200h, la concentraiothiolutine diminue d’un facteur 4 alors
gue celle des autres dithiolopyrrolones diminudeseant d’'un facteur 2.

En culture en réacteur, la cystine présente uet gfbsitif sur la production de la
thiolutine et plus particulierement sur la biosyede des autres dithiolopyrrolones. Aprés
200h de culture, la thiolutine est davantage déggaplie les autres dithiolopyrrolones.

Il ne s’écoule que 20h entre le pulse de cystink eéeprise de la production de la
thiolutine. Etant donné la vitesse d'assimilatioaximale des acides aminés (environs 45
UM.h?* pour l'alanine), ce laps de temps parait trop t@aur expliquer la réactivation du
métabolisme secondaire par I'épuisement de largygé mM) du milieu de culture. Dans ce
cas, la cystine agirait comme une molécule indeetde la voie de biosynthése de la
thiolutine

IV - 4 Validation
Dans le but de confirmer le développementSde algeriensisur les acides aminés

apportés par I'extrait de levure, un pulse d’unargiié importante d’extrait de levure (10 g.L

1) a été effectué sur une culture en milieu semtrstigue (EXL 1g.[* et uracile 0 mM).
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Figure 1V.12: Cinétiques de production de la thiolutine en mig(tarrés blancs), et de la
biomasse en gl(losanges noirs). Pulse d’EXL de 10 ¢.(fléche noire).Sa. algeriensis

culture en réacteur batch, 30°C, pH 7.

Les évolutions des concentrations en biomasse #tielutine sont présentées figure
IV.12. Le pulse d’extrait de levure est matérialsé la fleche noire. Il y a production de 0,5
g.L" de biomasse en 20 h. Suite & cette période dssarte, la concentration en biomasse
évolue peu jusqu’a 118h de culture. La productientliolutine apparait découplée de la
croissance car elle débute aprés la période desamie. La concentration maximale en
thiolutine (hors pulse) est atteinte aprés 82hulieie, elle n’évolue pas jusqu’a 118h.

Le pulse permet une production de biomasse deg2;2 supplémentaire en 24h.
Apres 142h de culture, la concentration en biomdgsénue. Suite a cette nouvelle période
de croissance, la concentration en thiolutine deylolur atteindre la valeur de 31 md.én
27h. La deuxiéme production de thiolutine provogp@ele pulse est elle aussi découplée de
la croissance. Les acides aminés apportés palde pant consommés puis la production de
thiolutine débute. Le pulse d’extrait de levurerpet la production de 0,15¢@ex. " et de
1,72 M@hiowtineJex. . Ces valeurs sont 2 et 3 fois moins importantes lga rendements de
production de biomasse et de thiolutine observédesmilieu contenant 6 gt Plusieurs
explications a ces faibles performances peuvert @&mancées. A faible concentration en
extrait de levure, I'absence d’uracile pourrait iawm effet négatif sur la croissance a partir

de l'extrait de levure. Il est aussi possible ges pelotes agées soit moins aptes a se
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développer que celles ayant des durées d’existgnsepetites a cause des divers problemes

de transfert de nutriments en leur sein.

IV - 5 Conclusion

L’'analyse de I'évolution des cinétiqgues des ppacix substrats et produits issus du
développement d8a. algeriensipermet de supposer que la croissanc8alealgeriensigst
diauxique sur un mélange de substrats. Les acia@sea (en particulier les acides aminés
chargés négativement et ceux de faible poids mialiéey sont dans un premier temps
préférés au glucose par la bactérie pour sa craies@u cours du développement a partir des
acides aminés, le glucose semble étre utilisé déiefauantité, certainement a des fins
énergétiques. Puis apres une période d’adaptaippelée diauxie, qui, bien qu’il y ait peu de
croissance, présente une activité métaboliqueuélig] la bactérie utilise le glucose pour sa
croissance. Un faible effet répressif du glucogdesgatabolisme des acides aminés a été mis
en évidence. Bien que favorisant la production idenbsse, I'extrait de levure exercerait un
effet négatif sur la production spécifique de thimle. Par ailleurs, la production de thiolutine
semble pouvoir étre induite plusieurs fois, en do de culture batch, a cause de
I'utilisation séquentielle des substrats par lerodcganisme. D’'une maniére générale, chaque
ralentissement de la croissance (provoqué pariomtation nutritionnelle ou un stress divers)

de Sa. algeriensiprovoquerait la production de la thiolutine.
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Chapitre V

Analyse quantitative du comportement
Saccharothrix algeriensis



V - Analyse quantitative du comportement deSaccharothrix

algeriensis

Les connaissances actuelles Saccharothrix algeriensisont quasi nulles et de ce
fait insuffisantes pour permettre de décrire letay® de fonctionnement de la bactérie
autrement qu’en tant que boite grise. Ainsi, cgiéetie du travail consiste a analyser le
meétabolisme deSa. algeriensisd’'un point de vue macroscopique a partir des c@E@po
observables. Les cinétiques d’évolution extracaitak des différents substrats et produits ont
été examinées dans I'objectif de rechercher unmsah&actionnel apparent rendant compte

du développement de la bactérie.

Dans un premier temps, les bilans carbone et awdtété analysés afin de vérifier la
cohérence des données expérimentales. Une étapécdeciliation des données permet
ensuite de corriger les valeurs expérimentalesh@pitre ).

Par la suite, un schéma réactionnel a été propaska base des résultats du chapitre
IV. Afin de déterminer I'adéquation du schéma rimawgtel ainsi proposé avec les données
expérimentales, une méthodologie originale dévedepgu sein du laboratoire a été utilisée
(cf chapitre 11). L'identification des coefficientexpérimentaux et des avancements de
réaction par une procédure de minimisation sous@iones est détaillée.

Enfin, les essais de validation du scénario pré@ossi que les interprétations qui en

découlent sont présentées
Les cultures microbiennes ont été réalisées pa @ableau V.1). Les conditions de

chaque culture sont rappelées dans le tableaurésaginsi qu'a chaque présentation de

résultats.
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Tableau V.1: Récapitulatif des expérimentations.

Nom Série d'expérience [gE_)If.Ll] [gl;ﬁ?lse] Ura:;::; 20 Remarques
EXL2 Sans uracile 2 15 non
2U uracile 2 15 oui Experience témoin
6 EXL EXL variable 6 15 oui
4 EXL EXL variable 4 15 oui
2+2 EXL | EXL variable 2 15 oui
3 GLU Glucose variable 2 3 non
5GLU Glucose variable 2 55 non
8 GLU Glucose variable 2 8 non
2Ubis Test acide benzoique 2 15 oui
Benzo Test acide benzoique 2 15 oui acide benzoique 5 mM initial
BenzoP Test acide benzoique 2 15 oui pulse acide benzoique 5 mM fin phase 1
Cys validation 2 15 oui pulse cystine 5 mM fin phase 3
4 EXL BIS | validation 4 15 oui
0,5 EXL validation 0,5 5 oui

V - 1 Bilans matiere

Les bilans carbone (rouge) et azote (bleu) deulture « 3 GLU » sont présentés
figure V.1. Les bilans des autres expérimentatieomst présentés en annexe. Les quantités
totales (tot) et théoriques maximales (max) de aaeb(C) et d’azote (N) sont indiquées sur
chaque figure par des segments horizontaux.

Le carbone total (&) représente la quantité totale de carbone préskamte le milieu
de culture (EXL - acides aminés compris, thiolutinemasse et dioxyde de carbone)

Le carbone maximal (G représente la quantité maximale de carbone mesguéon
suppose théoriguement assimilable par le microgsgan dans le milieu de culture (acides
aminés, thiolutine, biomasse et dioxyde de carbone)

L’azote total (N) représente la quantité totale d’azote présentes dia milieu de
culture (EXL - acides aminés compris, thiolutinerbasse et ammonium)

L’'azote maximal (May représente la quantité maximale d’azote quaetifi@’'on estime
théoriguement assimilable par le microorganismesdammilieu de culture (acides aminés,

thiolutine, biomasse et ammonium).
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Figure V.1: Bilan azote (bleu) et carbone (rouge) de I'eigmze «3 GLU » 3 gL de
glucose et 2 gt d’EXL). Sa. algeriensisculture en réacteur batch, 30°C, pH 7, 0,5 vvih an
150 rpm.

Les pourcentages d’erreurs relatives moyennesgmuort aux quantités maximales
théoriques de carbone et d’azote sont respectivederi2% et 7 % respectivement. Ces
erreurs sur les bilans sont acceptables et indiqyes dans leur globalité, sur la durée totale
de I'expérience, les valeurs expérimentales sonémmtes. Cependant, I'analyse détaillée du
bilan carbone indique que la quantité de carbonsunde n’est pas constante au cours du
temps. L’'observation détaillée du bilan indiqueilgga une dérive positive du bilan carbone.
En effet la valeur du bilan augmente de 13 % auscdeas 50 premieres heures (dérive). Etant
donnée la loi de conservation de la matiere, lbarag ne peut pas apparaitre (ni disparaitre)
dans un milieu fermé. Ce déficit a pour explicatiannon prise en compte d'un substrat
présent dans le milieu de culture et consommeégplbadtérie, appelé « substrat inconnu ».

L’analyse du bilan azote indique qu’il n’y a pas dérive du bilan azote. La quantité
d’azote est répartie uniformément autour dgxNLe substrat inconnu ne contiendrait pas ou

peu d’azote.

Le tableau V.2 récapitule les pourcentages d’emsayenne par rapport aux quantités
maximales théoriques de carbone et d’azote. L'emsayenne est inférieure a 12 % pour le
bilan carbone et inférieure a 13 % pour le bilaotezCes valeurs indiguent que les mesures

expérimentales des différentes expériences soatleées d’'une erreur de mesure acceptable.
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Tableau V.2: Erreur moyenne relative par rapport aux quasititldximales de carbone et
d’azote. Pourcentage de la dérive du bilan carlaoneours des 50 premiéeres heures ( = écart
entre la quantité de carbone entre 0 et 50h ercpotage de carbone mesuré a 50h).

Nom | % erreur C | % erreur N | % Dérive 50 h
EXL2 2 12 3
2U 2 8 2
6 EXL 10 10 13
4 EXL 11 13 10
2+2 EXL 2 10 4
3GLU 12 7 13
5GLU 7 5 12
8 GLU 8 6 11
2Ubis 8 8 5
Benzo 5 4 6
BenzoP 4 12 3

Pour I'ensemble des expériences, I'analyse desditarbone indique que la quantité
de carbone mesurée n’est pas constante au couwesnghs. Toutes les expériences présentent
aussi une dérive systématique du bilan carbonee dhtet 50h plus ou moins importante
(tableau V.2).

Pour les expériences contenant les mémes conttensr&n glucose et en extrait de
levure (EXL2, 2U, 2UBIS, Benzo et BenzoP), le pemtage moyen de la dérive est de 4 %.
Pour les expériences contenant une concentraticexigait de levure variable (4 EXL et 6
EXL), la dérive est proportionnelle a la quantiteXL initiale. Cette dérive ramenée a
2 g.L* d'extrait de levure équivaut aussi & 4 %. La qitéante carbone manquant équivaut a
27% de la quantité de carbone amené par I'exteiedure. Le substrat non pris en compte
pourrait provenir de l'extrait de levure. L'EXL eaht dans la composition du milieu de
culture est une source entre autres d'acides amidéspeptides de différents poids
moléculaires et de carbohydrates. Ces différentssteats peuvent étre potentiellement
catabolisés par la bactérie. En plus des acideséanlibres, il est possible que certains
peptides de faible poids moléculaire (dipeptidepeptides ...) ou d’'autres carbohydrates
soient consommeés par le microorganisme au coula giemiere phase de croissance
(phase 1).

L’état des connaissances actuelles ne permetdpagsancher quant a ce substrat
inconnu supplémentaire. L'analyse des bilans adete autres expérimentations ne montre

pas de variation systématique de celui-ci. Airiandlyse de tous les bilans carbone et azote
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confirme le fait que le substrat inconnu ne comtrait pas ou peu d’azote. Il demeure non
identifié et sa formule chimique reste inconnuer BRgpothése, il est assimilé a un
carbohydrate apparenté au glucose.

Par ailleurs, le fait que les valeurs des bilanerg comprises entre les valeurs totales
et les valeurs théoriques maximales confirme ledaé le substrat inconnu proviendrait de

I'extrait de levure.

V - 2 Définition d’'un pseudo constituant

Les conclusions du chapitre IV témoignent d’'unesonmation des acides aminés par
la bactérie. Ainsi, en tant que substrats, ils patiétre intégrés dans le schéma réactionnel de
plusieurs manieres : individuellement ; par peajitsupes ou tous ensemble sous forme d’un
seul constituant qui sera appelé pseudo-constituarthapitre IV montre aussi que les acides
aminés sont assimilés par le microorganisme a desses relativement voisines. Ainsi, en
guise de point de départ de notre travail, un ps@atstituant « AA » rassemblant tous les
acides aminés présents a été déterminé.

Si le schéma réactionnel incluant ce pseudo-doasti ne permet pas une
représentation satisfaisante de I'évolution de lamisse, il sera judicieux d'envisager
d’inclure dans notre schéma réactionnel plusiesesigo-constituants (« AMA, « Al » ...)
dont les formules seront établies par groupes déscaminés. Ces groupes seront définis par

rapport aux vitesses d’assimilation des acides @snin

Le tableau V.3 présente les formules ainsi quedesentrations initiales, en uM, de
chaque acide aminé. La formule du pseudo-constitu&® » est la moyenne des formules
de tous les acides aminés pondérée par leur coatientinitiale. La somme des
concentrations initiales en acides aminés est 88.89 uM.

Ainsi, ce pseudo-constituant « AA» a pour formul® 73Ho 6402.38N1.26S0.03. Il @

pour masse molairel23.07 g/mol
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Tableau V.3: Formule élémentaire et concentration initialdjdes acides aminés apportés

par I'extrait de levure.

Acides aminés C H O N S| Concentration initiale (UM)
Acide aspartique 4 7 410 283,26
Thréonine 4 9 310 287,46
Sérine 3 7310 399,88
Acide glutamique 5 9 410 238,83
Glutamine 5 10 3 2 0 8,42
Proline 5 9 210 83,14
Cystéine 3 7 211 60,36
Glycine 2 5 210 407,05
Alanine 3 7 210 830,84
Valine 511 2 1 0 472,61
Méthionine 5 11 2 1 1 102,40
Isoleucine 6 13 2 1 0 328,71
Leucine 6 13 2 1 0 622,87
Tyrosine 9 11 3 1 0 63,68
Phénylalanine 9 11 2 1 0 280,07
Lysine 6 14 2 2 0 312,79
Histidine 6 9 2 30 93,09
Tryptrophane 11 12 2 2 0 29,81
Arginine 6 14 2 4 0 217,88
Asparagine 4 8 3 20 215,73

V - 3 Résultats de la réconciliation des donnéesmimentales

Dans le but de corriger les valeurs expérimentatede vérifier la pertinence du
pseudoconstituant « AA », les données expérimentsdmt réconciliées selon la méthode
décrite dans le chapitre Il. La figure V.2 présetde données brutes et les données
réconciliées de I'expérience « 5 GLU ».

A I'exception de la variable glucose les donnégsdamentales sont cohérentes avec
les données réconciliées. La concentration en gigéconciliée est majorée de 7% par
rapport & la concentration en glucose expérimen@é¢te observation tend a confirmer que
I'extrait de levure contiendrait un substrat nonsoré apparenté au glucose. Le substrat
inconnu est pris en compte en tant que glucoseder$a réconciliation des données. Ce

carbohydrate est inclus en tant que tel dansil@silations suivantes (chapitre V.6).
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Figure V.2: Données expérimentales (exp) et données récéesili (rec) au cours d’une
culture « batch » d&a. algeriensis («5 GLU ») sur milieu semi-synthétique (5 §.de
glucose et 2 g.L d’EXL) pH 7, 30°C, 250 rpm.

Le pseudoconstituant « AA » regroupant tous ladeacaminés libres permet une

représentation correcte de la consommation desid@saaminés libres apportés par I'extrait
de levure. Il donc est inclu dans les simulatismsantes (chapitre V.6).
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V - 4 Proposition d’un schéma réactionnel

V - 4 - 1 Analyses des données expérimentales

L’analyse macroscopique des cinétiques de constimmaes substrats indique que la

croissance bactérienne s’effectue en 4 phasesdgitce 1V).

Rappel des 4 phases

La premiére phase est une période de croissamdesacides aminés. La seconde
phase correspond a une pause ou a un fort ralemisg dans la croissance accompagné
d'une activité respiratoire. La troisieme phase w3t seconde période de croissance sur
glucose et ammonium. La quatrieme phase correspamtk période de lyse cellulaire. Par
ailleurs, la production de thiolutine intervientimmipalement aprés la consommation des
acides aminés. Il a donc été supposé que cet atijilpe était produit a partir du glucose. Les
évolutions schématiques des concentrations en lsgenat en thiolutine sont présentées

figure V.3.

Concentration
Thiolutine et Biomasse

Temps

Figure V.3 : Représentation schématique de I'enchainement éfésatlites séquences du

schéma réactionnel par rapport aux évolutions @elmasse et de la thiolutine.
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L’interprétation des conclusions du chapitre I\'@bservation de la figure V.3
permettent de supposer que :

e Les réactions occurrentes au cours du développemedatbactérie sont les

suivantes :

R1 Croissance sur acides aminés
R2 Maintenance sur glucose
R3 Croissance sur glucose

R4 Production de thiolutine

R1  1Cy73Ho600238N1,26 + 01 Oz => X1 C382H6,7501,89N0g + €1 CO; + Ny NH4™+ hy H20
R2 1 CeH1206 + 0, O, =>¢, CO, + ho H,O

R3  1CeH1206 +03 Oz + N3 NH;" =>x3 C382He,750180N0o g + €3 CO; + hz H,0

R4 1 CgH1206 + 04 Os + Na NHs* + 54 SO => t4 CgHgN20,S, + ¢4 CO, + hy H,0

Formules élémentaires

Biomasse C3,82H5,7501,89N0,8 et Pseudoconstituant « AA » C4,73H9,5902,38N1,26

ou X, 0, ¢, h, n, s et t sont respectivement te=fficients stcechiométriques de la
biomasse, de I'oxygene, du dioxygene, du dioxydeaibone, de I'eau, de 'ammonium, du

sulfate et de la thiolutine.

* Les réactions occurrentes s’enchainent selon kensahéactionnel suivant ;

Phase 1 : Croissance sur acides aminés (R1) +é&maince sur glucose (R2)

Phase 2 : Maintenance sur glucose (R2) + Produdgeahiolutine (R4)

Phase 3 : Croissance sur glucose (R3) Par hymntihésy a pas de dégradation de la
thiolutine pendant la croissance sur glucose.

Phase 4 : Maintenance sur glucose (R2) + Produdgeahiolutine (R4)
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V - 4 - 2 Détermination des coefficients stcechionmnigues

Les coefficients stoechiométriques sont lieés pablans élémentaires.

Par exemple, pour la réaction 1, le bilan azotdigqup :

n=-126xaa— 08xx

Tableau V.4: Détermination du nombre de coefficients stoecBivigues a identifier par

réaction.

- Coefficients
o . . Coefficients ; P
Réactions Bilans atomiques L stoechiométriques
stoechiométriques g o
a identifier
R1 4 5 1
R2 4 5 0
R3 4 5 1
R4 5 6 1

Le tableau V.4 présente le nombre de coefficistdschiométriques a identifier par
réaction. La différence du nombre de coefficiesttechiométriques et du nombre de bilans
élémentaires permet de connaitre le nombre deiciests stcechiométriques a identifier.

Ainsi, les réactions 1, 3 et 4 possedent un nordbreoefficients staechiométriques a
identifier supérieur au nombre de bilan atomiquessfbles. La réaction 2 ne présente pas

d’indétermination. Les coefficients, X3 ett, doivent étre identifiés.
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V - 5 Initialisation et procédure d’identification

Les avancements de réactions ainsi que les cieeftic stoechiométriques a définir
doivent étre évalués de maniere a minimiser I'éeatte les valeurs expérimentales et les
valeurs calculéesLes coefficients stoechiométriques des substratxipdaux (le pseudo-
constituant « aa » dans la réaction 1 et glucose & réactions 2, 3 et 4) sont initialisés a 1.
D’une facon générale, les avancements de réaabionfixés a une valeur constante pendant
les phases pendant lesquelles la réaction n'eshqia®. La démarche est présentée de facon
chronologique.

e L’avancement de la réaction R1 est initialisé papport a I'évolution de la variable
« acides aminés ». Le coefficient stcechiométrigadadbiomasse formée a partir des
acides aminés() et 'avancement de la réaction R1 sont ensuitalcalés de maniéere a
minimiser I'écart entre ¥, et Xcac au cours de la premiere période de croissance.

» L’avancement de la réaction R4 est initialisé pgyport a la thiolutine. Le coefficient
steechiométrigue de la thiolutine formég €t 'avancement de la réaction R4 sont ensuite
recalculés de maniére a minimiser I'écart entreltiine.y, et thiolutingac au cours de la
deuxieme phase de croissance. Le coefficient stoeétiique de la thiolutine est
dépendant de 'avancement de la réaction R4 etwdacga. L'avancement de cette réaction
et le coefficient stcechiométrique de la thiolutinemée {4) peuvent aussi étre recalculés
de maniére a minimiser I'écart entre Nk, et NH;"caic @ condition que la production de
thiolutine soit totalement indépendante de toutsopé de production de biomasse a
partir de glucose (réaction R3).

» L’avancement de la réaction R2 est déterminé entimm de I'évolution de la variable
glucose au cours des phases 1, 2 puis 4. |l estiléadle fagcon a minimiser I'écart entre
glucose,p et glucosgyc au cours des phases 1 et 2. Il est supposé compsadant la
phase 3.

e L’avancement de la réaction R3, est initialisé nagport a la variable glucose au cours de
la phase 3. Le coefficient de la biomasse forméaréir du glucosexg) est estimé de

maniere a minimiser I'écart entres) et Xeac au cours de la phase 3. Le coefficiepnet
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'avancement de la réaction sont ensuite recalcdéémsmaniére a minimiser I'écart entre

Xexp €t Xcaic @u cours de la deuxieme période de croissance.
V - 6 Présentation des résultats de la minimisatiosous contraintes
V -6 -1 Coefficients stoechiométriques
Le tableau V.5 répertorie les valeurs des coeffits stoechiométriques &t x; pour
toutes les cultures analysées. Le coefficigest le méme dans toutes les expérimentations, sa
valeur est de 0,159.
Tableau V.5: Coefficients stcechiométriques de la biomasse tréactions 1 (xet 3

(x3). Critére de minimisation : somme des erreurs lalbscau carré pondérée par la mesure

maximale de chaque constituant considéré et dpasée nombre de mesures.

Expérience [glucqlse] [EX.Ll] X X C_Zr_ité_re d_e
(g.L™ | (g.LD ! % | minimisation
BenzoP 15 2 1,2 0,56 1,42
Benzo 15 2 1,2 0,61 1,21
3GLU 3 2 1,2 0,44 2,17
5GLU 5 2 1,2| 0,44 1,82
8 GLU 8 2 1,2 0,5 3,04
6 EXL 15 6| 0,94] 0,32 0,92
4 EXL 15 4| 0,74( 0,26 0,53
2+2 EXL 15 2| 0,95] 0,53 1,83
2U 15 2 1,2 0,54 3,27
EXL2 15 2 1,2 0,52 0,98
2UBIS 15 2 1,2 0,6 2,37

Dans toutes les expériencesa)une valeur au moins deux fois plus importantexgue
Une mole d’acide aminé consommeée permet la praatucke deux fois plus de biomasse que
la consommation d’'une mole de glucose. De ce faiproduction de biomasse a partir de
glucose est accompagnée d'une consommation d’oryged’une production de dioxyde de
carbone bien supérieure a la croissance sur aaide®s. La catabolisation des acides aminés
en vue de la production de biomasse s’effectue amecactivité respiratoire plus faible que
celle du glucose. Cela confirme I'hypothése sutdeenir des acides aminés proposée dans le

chapitre 1IV. Les acides aminés libres pénetrerailamis la bactérie et seraient incorporés
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directement au niveau de la synthése protéiques Stne catabolisé par le métabolisme
primaire.

Par ailleurs, plus la concentration en extraitlelaire augmente, plus la valeur des
coefficients stcechiométriques de la biomasse (oectl et 2) est faible. L'EXL a une
incidence négative sur la stoechiométrie de la mtimlu de biomasse a partir des acides
aminés. Il pourrait avoir un rdle répresseur subitssynthése de biomasse quel que soit le

substrat utilisé.

Les résultats de la procédure de minimisation soagraintes permettent de proposer
le schéma réactionnel présenté ci-aprés. Les cumafts % et % sont les moyennes des
coefficients des expériences menées avec 2@djEXL. Les expériences effectuées avec une
concentration supérieure ont été volontairementuescde la procédure de validation du
schéma réactionnel. En effet, il semblerait queésence de concentrations en extrait de
levure supérieures a 2 g-Lle mécanisme réactionnel est différent de caloppsé dans cette
étude. De ce fait, le schéma réactionnel proposé tieedra pas compte de ces

expérimentations. Ainsi,;)= 1,2 et x=0,53.

R1 1 C4,73He,6902,38N1,26 + 0,220, => 1,2C; goHg 7501 89Nog + 0,15CO, + 0,26 H,0 +0,34NH,"
R2 1 Celeoe +6 02 => 6C02 +6 Hzo
R3 1 CgH1,06 + 3,890, + 0,42NH," =>0,53C3g,Hg 7501 80No g + 3,98CO; + 4,85H,0

R4 1 CgH1206 + 4,170, + 0,32NH," + 0,32SQ”=> 0,16 CgHgN,0,S, + 4,73CO; + 5,84H,0

Séquence 1: R1 + R3+ R2)
Séquence 2: R2 + R4
Séquence 3 : R3
Séquence 4 : R2 (+ R4)

Pour chaque réaction, le rapport des coefficistuschiométriques CGfD, est voisin
de 1 ou inférieur a 1 (0,68 pour la réaction Rppfr la réaction R2, 1,02 pour la réaction R3
et 1,13 pour la réaction R4). La valeur de ce rappaligue que dans ces conditions, les
bactéries ont un métabolisme plutét oxydatif. Caiteservation est compatible avec la

production de métabolites secondaires.
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V -6 -2 Avancements de réaction

La figure V.4 présente les évolutions des avanoésae réaction pour chacune des
expérimentations. Les différentes phases de crussaéecrites dans le chapitre IV sont

matérialisées par des segments noirs verticaux.
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Figure V.4 : Evolutions des avancements de réactions.
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D’un point de vue général, les évolutions des egarents de réaction sont similaires
sur 'ensemble des expériences simulées. Le conainerde |'évolution des avancements de
réaction de I'expérience « 6 EXL » est détaill@pres.

La réaction 1 débute apres 8h, et se termine &%édsde culture. Cette réaction est
dans un premier temps rapide (1,122 100l.H%), puis aprés 21h, sa vitesse diminue et atteint
2,3.10% mol.hY). La réaction 2 démarre & 32h et se termine afiRsSa vitesse est de 4,6.10
® mol.h". L’évolution de I'avancement de la réaction 3 pétre décrite en 3 parties. La
réaction 3 débute aprés 13h de culture (6;2rm6l.h%). La réaction s’arréte entre 29h et 41h,
puis elle démarre & nouveau avec une vitesse fienile 6,7.1G mol.h'. La réaction 4
intervient dés 20h de culture et se termine apBsde culture. La vitesse moyenne de la
production de thiolutine & partir de glucose es?@10° mol.h™.

En termes de contribution au développement deatdéhe, ces réactions n'‘ont pas
toutes la méme importance. La réaction 3 posséstaricement maximal (5,3.@noles), les
avancements maximum des réactions 1 et 2 sont7d&01 et 4,7.1¢ moles. La réaction 4
posséde I'avancement le plus faible (7,5.ttbles).

La réaction 3 pourrait étre la condensation dédtions. La réaction R3serait la
réaction de production de biomasse a partir duotemirate de formule inconnue. Ce
carbohydrate provient de I'extrait de levure. It @ar hypothese supposé apparenté a du
glucose. La réaction R3serait la réaction de production de biomassertr mphu glucose
ajouté dans le milieu de culture. Les coefficiesteechiométriques de formation de la
biomasse a partir du carbohydrate inconnu et deogkel sont supposés étre du méme ordre de
grandeur.

Ainsi, une nouvelle hypothése sur le scénario @etbppement d8a. algeriensisur
milieu semi-synthétique peut étre proposé. La iéa@ est scindée en deux réactiong B8
R3s. La réaction Rgintervient dans la premiére séquence alors quéaletion R3 participe

a la séquence 3. Les réactions s’enchainent comine s
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Phase 1: R1 + R+ R2)
Phase 2: R2 + R4
Phase 3 : R3

Phase 4 : R2 (+ R4)

La réaction de maintenance (R2) n’intervient paigatbirement dans toutes les
expérimentations au cours de la phase 1 (expérieBCEXL »). C’est le méme cas de figure
pour la réaction 4 au cours de la phase 4. Toutssekpérimentations ne sont pas
obligatoirement menées dans des conditions oa lige reprise de production de thiolutine.

L’analyse des évolutions des avancements écla@a@ténario du développement de
Sa. algeriensis sur milieu semi-synthétique. Le microorganisme aemdrait son
développement a partir des nutriments apportésl’patrait de levure. Il cataboliserait
rapidement les acides aminés libres ainsi qu’'ubatgrdrate inconnu apportés par I'extrait de
levure. Suite a l'arrét ou au ralentissement derizduction de biomasse a partir de ces
substrats (R1 et R} la production de thiolutine s’amorce (R4). Bt accompagnée de la
réaction de production de dioxyde de carbone. halé la production de thiolutine coincide
avec I'entame de la production de biomasse a pautiglucose. La reprise de la croissance
stopperait la production de thiolutine. La prodoctide cette molécule bio-active est
découplée de la consommation du carbohydrate etadiefes aminés libres. La bactérie
produit de la biomasse a partir des acides amwves @ne vitesse plus grande qu’a partir des
carbohydrates.

La description du développement du microorganipnesd désormais en compte un
nouveau substrat entrant dans la composition dérdlié de levure. L'étude des avancements

de réaction rejoint ce qui a été évoqué au chabitre
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V - 6 - 3 Données réconciliées versus donnéesdites

Tout comme les bilans matiére, les résultats daifamisation sous contraintes sont
présentés par expérimentation en annexe. La figuraeprésente les conversions nettes des
différents constituants intervenant dans le déymsoment deSa. algeriensis.Elles sont
représentées en fonction du temps pour la cultseGLU ». Les points représentent les

valeurs expérimentales réconciliées et les ligoasitues indiquent les valeurs calculées.
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Figure V.5: Conversions nettes (CN) des différents constikiaintervenant dans le
développement deésa. algeriensis(glucose, biomasse, thiolutine, CO2, O2, ammonium,
pseudoconstituant « AA »). Culture « batch >Sade algeriensis(« 5 GLU ») sur milieu semi-
synthétique (5 g.t de glucose et 2 gLd’EXL) pH 7, 30°C, 250 rpm.
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V - 7 Validation sur 3 expérimentations

Le schéma réactionnel et le scénario de développeprésentés au chapitre V.6.1 ont
éte testés sur les données de 3 expériences di#sreElles contiennent 3 concentrations en
extrait de levure différentes: 0,5; 2 et 4 §.LLes variables biomasse et thiolutine
expérimentales sont représentées en fonction diedbles biomasse et thiolutine calculées.

La représentation des résultats de la simulatiodasuariable thiolutine est présentée a titre

indicatif. Pour les raisons évoquées précédemriemie sont pas commentes.

Expérience « validation 0,5 »

Extrait de levure : 0,5 git.
Glucose : 5 g.I!

0,015
w —_
3 @ 0,00004 -
g 001 S
= E : .
[ —
[&] o] 3
2 o 0,00002 |
2 0,005 - 20
= 5 .
o o IS
5 0 £
O 2 T T
0 0,005 0,01 0,015
0 0,00002 0,00004

CN biomasse exp (moles
P ) CN thiolutine exp (moles)

Les valeurs de biomasse simulées sont corréléegadeurs expérimentales.

Expérience « validation 2 »

Extrait de levure : 2 g.L
Glucose : 15 g.t

0,0001
2 0,03 .
o n .
g g '
= 002 . E
—1 *
8 % % 0,00005 |
@ 0,01 - 7 2
£ 5
o o
5 0 ‘ ‘ ‘ £
0 :
0 0,01 0,02 0,03
0 0,00005 0,0001

CN biomasse exp (moles
p( ) CN thiolutine exp (moles)

Les valeurs de biomasse simulées sont corréléegadeurs expérimentales.
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Expérience « validation 4 »

Extrait de levure : 4 g.L

Glucose : 15 g.t
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2 0,03 - —~
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© Q@ s
E o 20,0001 -
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Pour I'expérience « validation 4 », la représeéatatle la biomasse calculée versus la
biomasse expérimentale présente une dérive. Em, éffe valeurs de biomasse simulées
supérieures a 0,01 moles sont supérieures auxrsa&périmentales. Ces valeurs supérieures
a 0,01 moles correspondent aux valeurs de biomasskiite a partir du glucose. Ainsi, il
semblerait que le coefficient stoechiométrique deidanasse produite a partir du glucosg) (x
soit trop élevé pour permettre de simuler correet@ntévolution de la biomasse au cours
d’une culture déa. algeriensisur milieu semi-synthétique. Cette suppositionirgjce qui a
été évoqué précédemment, a savoir qu'en présenadriEentration en extrait de levure
supérieure & 2 g1, le mécanisme réactionnel est différent de celappsé. Le coefficient
(x3) moyen des expériences effectuées dans des aniimilaires (a savoir une
concentration en extrait de levure supérieure &.2)gest de 0,53. Un coefficien inférieur

permettrait d’'obtenir des valeurs simulées corselex valeurs expérimentales.
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V - 8 Conclusion

L’approche quantitative a permis de proposer umés@ réactionnel ainsi qu’un
scénario de croissance pour la culture liquidé&dealgeriensisur milieu semi-synthétique.
Un substrat carbohydrate de formule inconnue a e @ris en compte dans le
développement du microorganisme.

La bactérie se développe dans un premier tempessubstrats apportés par I'extrait
de levure. Suite a l'arrét de la croissance surstdsstrats, la thiolutine est produite. Cette
biosynthese semble stoppée par la reprise de taugption de biomasse a partir du glucose.

Ce schéma a été testé pour des concentrationgreit de levure comprises entre 0,5
et 4 g.I'* et pour des concentrations en glucose comprisé® énet 15 g.l'. Le
développement d8a. algeriensipeut étre raisonnablement décrit en 4 réactions.

Cependant, ce schéma ne peut pas étre extrap@é axpériences menées avec des
concentrations en EXL supérieures & 2'gRar ailleurs, cette méthodologie ne permet pas de
simuler sensiblement la production de thiolutinee @nétabolite secondaire étant
minoritairement produit, le glucose utilisé pouoguire cette bio molécule est lui aussi
largement minoritaire par rapport au glucose pemanetla production de biomasse ou de
dioxyde de carbone. Autrement dit, la productiorttdelutine a une contribution trop faible
dans le bilan carbone. De plus, les incertitudesupiesur la composition de I'extrait de levure
compliquent la détermination de I'avancement dec&ction de production de thiolutine (R4)

et le coefficient stoechiométrique associé.

La contribution de la quantité de thiolutine pritdwest trop faible par rapport a la
totalité du carbone présent. Cette méthodologiaitsplus adaptée a des procédés de bio-
production dans lesquels la molécule d'intérétis@raduite a un titre élevé. Cette molécule
ne serait pas forcément un métabolite secondadeaileurs, le fait que plusieurs réactions
soient liées (R2 et R3) au sein d'une méme phasepligue la mise en place de cette
approche guantitative. Les procédés incluant plusisubstrats seraient des candidats plus
intéressants pour tester cette méthodologie a tondju’ils soient de masses molaires trés

différentes.
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Conclusions Générales

Une nouvelle espéce bactérienB8accharothrix algeriensisfNRRL B-24137 a été
isolée du désert algérien (Zitougtial., 2004). Elle s’est avérée productrice de molécdkes
la classe des dithiolopyrrolones qui présententadgisités antibactériennes, antifongiques et
anticancéreuses intéressantes (Weletad, 2000 ; Olivaet al, 2001 ; Minamiguchgt al,
2001).

Le travail conduit s’est divisé en 3 parties réegherche d’'un milieu chimiquement
défini permettant la croissance 8a. algeriensis I'analyse qualitative du comportement de
ce microorganisme sur un milieu multi substrats 'ehalyse quantitative permettant
I'établissement d’'un schéma réactionnel rendantpterdu développement macroscopique de

la bactérie.

Ces investigations ont permis de répondre a uaicembmbre de questions :

Les bases azotées uracile et thymine, les acideiméa non polaires et les
oligoéléments a faible concentration stimulent taissance deSa. algeriensissur milieu
synthétique en fiole. Cependant, des essais memés échelle de culture supérieure (réacteur
« batch » de 2 L) sur milieu synthétique n’ont pesmis de reproduire ce qui avait été
observé a petite échelle. En plus de l'uraciletiat de levure a donc été conservé dans la
composition du milieu de culture utilisé pour ldatsude I'étude. La recherche d’'un milieu
minimum pour la croissance @&a. algeriensis’est avérée prometteuse mais elle n’est pas
aboutie. Elle a cependant permis la mise en évalealec I'effet positif de I'uracile sur la

croissance du microorganisme en milieu semi-syiuhét

La bactérie consommerait les différents substdatfacon séquentielle. Ainsi, elle
aurait une croissance diauxique. Dans un premiapge elle croitrait sur les substrats
apportés par l'extrait de levure (principalemems kacides aminés libres) puis aprés une

période d’adaptation elle utiliserait le glucoseupson développement. La production de
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thiolutine apparait découplée de la croissancentniiendrait apres un ralentissement
significatif de la croissance. Différentes carencestamment en acides aminés, ammonium

ou glucose pourraient engendrer de telles diminatite la vitesse spécifique de croissance.

L’approche quantitative a permis de proposer umeés@ réactionnel ainsi qu’un
scénario de croissance pour la culture liquidé&dealgeriensisur milieu semi-synthétique.
Ce schéma stcechiométrique a été testé a différemmentrations en glucose et en extrait de
levure. Le développement @&a. algeriensipeut étre raisonnablement décrit en 4 réactions

supposées occurrentes.

En terme de production de métabolite seconddeetrait de levure a un réle trop
important par rapport au glucose pour pouvoir lepsimer du milieu. Ainsi, son utilisation,
méme a faible concentration, complique considérabig [|'étude quantitative du
métabolisme d&a. algeriensis

Par ailleurs, malgré des conditions de culturadaedisées, il existe des différences
guantitatives au niveau des concentrations de lEsenat de thiolutine. Ce manque de
reproductibilité pourrait étre di a la variabildé I'état physiologique de I'inoculum lié a la
préparation des cryotubes de spores. Aussi, lddgmes de reproductibilité des résultats lors
du «scaling-up » restent récurrents et marquenipbrtance de développer des outils
mathématiques adaptés a des échelles de prodptt®proche de la réalité industrielle.

Les résultats du chapitre V ont souligné la difi€ de simuler par notre approche
steechiométrique globale la production d’'un métabaecondaire. En fait, la contribution de
la thiolutine est trop faible quantitativement emtes de bilan carbone, le schéma réactionnel
proposé n'est pas sensible a I'évolution de laaldei thiolutine. Par ailleurs, bien que notre
schéma permette de décrire la croissancé&alealgeriensisil ne permet pas de simuler
correctement I'évolution variable biomasse en présale concentration en extrait de levure
élevée. Son champ d’action reste donc limité acdeslitions expérimentales proches de cette
étude.

Les perspectives a donner a ce travail sont heameent nombreuses. Pour mener
d’autres études gquantitatives ssa. algeriensisil serait judicieux de prendre le temps de
définir un milieu minimum dépourvu d’extrait de lee. Une piste intéressante a suivre serait
de tester d’autres mélanges d'oligoéléments, ots @l@valuer les potentialités de croissance

du microorganisme en présence d'une concentratientrdit de levure minimisée et
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supplémentée d’acides aminés a assimilation rafjete acides aminés non polaires par
exemple). L'ajout de nucléosides ou de nucléotitsait aussi étre évalué. Toutefois si ces
approches s’avéraient infructueuses, une étudésprde la composition exacte de I'extrait de

levure deviendrait indispensable.

Une fois les conditions de culture parfaitementitrisges et standardisées, les
parametres environnementaux pourront étre optingiaéplan d’expériences afin d’améliorer
la production de thiolutine.

Les différents substrats (acides aminés et glyc®ablent avoir des effets inhibiteurs
sur le développement du microorganisme. Des siemtéde culture type «fed-batch »
devraient étre mises en place afin d’éviter toobfgme d’overflow de carbone.

Les problémes de reproductibilité soulevés parcudture des microorganismes
filamenteux soulignent I'importance d’établir unofiycole rigoureux d’ensemencement des

cultures qui permette de maitriser et de standardisoculum.

Etant donné qu’a forte concentration en extraitlelure, le schéma réactionnel
incluant un seul pseudo-constituant ne permet pas représentation satisfaisante de
I'évolution de la biomasse, il serait judicieux mNg&sager d’inclure plusieurs pseudo-
constituants (« AA», « AA; » ...) dont les formules seraient établies par gesugpacides
aminés. Ces groupes pourraient étre définis pgroraaux vitesses d’assimilation des acides
aminés. Un schéma réactionnel englobant un acgbnayue et la dithiolopyrrolone associée,
(par exemple, I'acide tiglique et la tigloyl-pyrhihe) devrait étre développé.

Enfin, cette approche pourrait étre appliquée aautre procédé de bioconversion

microbienne d’une molécule d’intérét produite &itne plus appréciable.

Afin de poursuivre I'étude physiologique de la gwotion de dithiolopyrrolones par
Sa. algeriensisil sera indispensable d’utiliser d’autres ouliés a la biologie moléculaire et
aux biotechnologies (utilisation de mutants blogetde substrats marqués). L’étude de cette
bactérie sur milieu solide, plus proche de sa niéwelogique devrait apporter des

informations supplémentaires importantes aux dérnahts futurs de cette étude.

Les enjeux fondamentaux et appliqués de la conepsibn du métabolisme

secondaire microbien sont tels que le travail menda production de dithiolopyrrolones par
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Sa. algeriensisi’'est pas prét de s’achever. Une approche compiiine se concentrant sur
I'étude du complexe enzymatique mis en jeu darte tebsynthése est actuellement en cours
dans notre laboratoire. Par ailleurs, I'étude dmepade dithiolopyrrolones produites en
fonction des nutriments apportés au microorganiameours de sa culture se poursuit dans

notre département de recherche.
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Annexes

Structure des acides aminés

Ha- N HzN

L-Arginine L-Asparagine Acide L-aspartique
NH; OH
HZN/\A/
HaMN
Glycine
T Acide L-glutamique L-Glutamine
—NH;
H.,
: OH
HaM
[a]
L-Lysine

L-Histidine L-Isoleucine L-Leucine

L-Méthionine L-Proline L-Sérine
L-Phénylalanine
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e L-Tyrosine L-Valine
L-Thréonine L-Tryptophane g |

Masse Molaire des acides aminés
+ Codes a 1 et a 3 lettre(s)

Code Code Masge

Nom N N molaire

al lettre a 3 lettres -1

(g-mol™)
Alanine A Ala 89
Arginine R Arg 174
Asparagine N Asn 132
Aspartate D Asp 133
Cystéine C Cys 121
Glutamate E Glu 147
Glutamine Q GIn 146
Glycine G Gly 75
Histidine H His 155
Isoleucine | lle 131
Leucine L Leu 131
Lysine K Lys 146
Méthionine M Met 149
Phénylalanine F Phe 165
Proline P Pro 115
Sérine S Ser 105
Thréonine T Thr 119
Tryptophane w Trp 204
Tyrosine Y Tyr 181
Valine \% Val 117
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Données réconciliées versus données simulées

Expérience «3 GLUsxtrait de levure : 2 git
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Expérience « 5 GLU»

Glucose : 5 gt
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Expérience « 8 GLU»

Glucose : 8 gt
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Expérience «Benzo»

CN biomasse(moles) CN glucose (moles)

CN thiolutine(moles)
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Extrait de levure : 2 gt
Glucose : 15 gt

Acide benzoique : 5 mM

161

0 4 T T
0 50 100 150
—-0,05
Q
o) \
E o1
AN
X \\
5 -0,15 <
-0,2
temps (h)
0,005
% -0,001 ] ‘ ‘
8 ) *% 100 150
£
~ 0,007
%
T
Z 0013 \\
5 .
-0,019
temps (h)
— 50 100 150
& -0,001
o
£
& -0,003 \
-0,005
temps (h)



Expérience « BenzoP»

CN CO2 (moles)
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Extrait de levure : 2 git
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Expérience « 6 EXL»
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CN CO2 (moles)
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Expérience « 4 EXL»

CN glucose (moles)

CN biomasse(moles)

CN CO2 (moles)

Glucose : 15 gt
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Extrait de levure : 4 git
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Expérience « 2+2 EXL»

Extrait de levure : 2 git

Equivalent « acides aminés »: 2 §.L

Glucose : 15 gt
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Expérience « 2U»

Extrait de levure : 2 git
Glucose : 15 gt
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Expérience « 2UBIS»

Extrait de levure : 2 git
Glucose : 15 gt
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« EXL2 »

Extrait de levure : 2 gL

Glucose : 15g.L

CN 02 (moles)

CN NH4+ (moles)

0 4 T T
z ;\\ 100 200
g -0,02
@ \\
(%]
o
S -0,04
)
®
-0,06
temps (h)
0,02 ~
. *
o 0,015 D)
Q
g 001
@
@ 0,005 -
£
S 0
0
> 0 100 200
@)
temps (h)
30,00015 06
2 .
< 0,0001 1 e« —»
] L 2R 4 L 4
£
E 0,00005 -
£
Pz
3 0
0 100 200
temps (h)
0,3 4
T/)\ //
< 0,2
E
AN
S 01 -
P
@)
0 < ‘ ‘
0 100 200

temps (h)

CN AA (moles)

0 4 ‘ ‘
0 100 200
-0,1
-0,2
N
-0,3
temps (h)
0,003
?
[ T T
0002 & 100 200
.
-0,007
& .
S &
-0,012 4
temps (h)
\ 100 150 200
-0,001
-0,003
-0,005 - - =
temps (h)




Bilans Azote et Carbone

Expérience «3 GLU» Extrait de levure : 2 gt
Glucose : 3 gt
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Expérience «6 EXL»

Extrait de levure : 6 gt
Uracile : 20 mM
Glucose : 15 gt
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Expérience «2U»

Extrait de levure : 2 gt
Uracile : 20 mM
Glucose : 15 gt
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Expérience « Benzo» Extrait de levure : 2 gt

Uracile : 20 mM
Acide benzoique : 5 mM
Glucose : 15 gt
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Résumé

La production de nouvelles molécules bioactivesaesiiellement une préoccupation
importante au plan mondial du fait de la prolif@atde microorganismes pathogenes ayant
développé une résistance aux molécules actuellss Be contexte, une bactérie isolée du sol
saharienSaccharothrix algeriensjdait I'objet de cette étude. Elle a la capacigépdoduire
des molécules aux potentialités bio-actives remaips : les dithiolopyrrolones.

L’objectif du travail se concentre sur les aspeuo@croscopiques de l'analyse du
comportement du microorganisme en milieu liquidevea du développement d’'un procédé
de bioproduction. Une premiére étape a consistéaemecherche d’'un milieu de culture
chimiquement maitrisé. Afin de s’affranchir de ilgation d’extrait de levure, substrat
difficilement maitrisable, I'influence de la teneem différentes bases azotées, acides aminés
et oligoéléments sur la croissance a été étudiéeadile et la thymine, les acides aminés non
polaires ainsi que les oligoéléments favoriserdrtassance d&accharothrix algeriensid.e
milieu synthétique donnant les meilleurs résulesterme de croissance et de production
d’antibiotique a été testé en fermenteur « batde 2 L équipé d’'un analyseur gaz autorisant
une étude cinétique plus fine et un environnemdnsigo-chimique maitrisé. L’analyse
gualitative des fermentations a montré que suemitiontenant plusieurs substrats, la bactérie
consomme les nutriments séquentiellement. Sa armssapparait diauxique. La synthése des
dithiolopyrrolones semble découplée de la croissalecla souche. Cette analyse qualitative a
permis d’établir un schéma réactionnel décrivantri@issance d&accharothrix algeriensis
en milieu semi-synthétique. L’analyse factorielesdionnées cinétiques a permis de décrire

raisonnablement le comportement du microorganismé réactions.

Mots clés: microorganisme filamenteux, métabolisme secardai modélisation
stcechiométrique, schéma réactionneébaccharothrix algeriensjs dithiolopyrrolones,

thiolutine, milieu semi-synthétique.
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Abstract

Nowadays, production of new bioactive moleculeangmportant concern around the
world. Due to development of bacterial resistamcaritibiotics, investigations are performed
to discover rare bacteria, which can produce suolactive molecules. In view of this,
Saccharothrix algeriensisa bacterium isolated from Sahara desert, is heaudiest. It
produces molecules with noteworthy bioactive pagdities: the dithiolopyrrolones.

The objective of this study focuses on the macnpiscaspects of the micro-organism
behaviour in liquid medium, in order to develop ia-production process. A first step has
consisted in the research of a chemically defineliom. So as to avoid used of yeast
extract, which is a difficult substrate to contrifie effect of nucleobases, amino acids, and
oligoelements on its growth has been investigdtkedcil and thymine, non polar amino acids
and oligoelements had a positive impactSaccharothrix algeriensigrowth. The synthetic
medium, which allows the best bacterial growth antbiotic production, has been tested in
2 L batch fermentor. It is connected to a gas a®aywhich allows an accurate kinetic study
and provides a controlled physicochemical envirominte the micro-organism. Qualitative
analysis of the cultures has shown that, on a meduhich contains several substrates, the
bacterium sequentially consumes the nutrients. eBatt growth seems to be diauxic.
Dithiolopyrrolone synthesis seems to be uncoupleth ihe growth of the stain. This
guantitative analysis has allowed to establish actren scheme, which describes
Saccharothrix algeriensigrowth on semi-synthetic medium. Factor analy$ikioetic data
had reasonably lead to a descriptiorsatcharothrix algeriensisehaviour in 4 reactions

Keywords: filamentous microorganisms, secondary metabolgoechiometric modelisation,
reaction schemegSaccharothrix algeriensjsdithiolopyrrolones, thiolutine, semi-synthetic

medium.
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Abstract

Development of bacterial resistance to antibioties lead to investigations of rare
bacteria, which produce new bioactive molecu&esccharothrix algriensibas been isolated
from the desert Maghreb. It produces dithiolopyn&s, some of which were newly
identified. In order to optimize and control protlan of dithiolopyrrolones, investigation
regarding microorganism metabolism was requiredow®@r on semisynthetic medium

containing 2 gl ~* of yeast extract was complicated because it wafomeed on several

substrates. Moreover, because development of thtsebum on minimum medium was
difficult, its composition was optimized by screegiof different compounds led by yeast
extract. Uracil added to the minimum medium alloveedhaximum biomass production of

1.35 gl ~* compared to 0.32-¢ ~* without uracil. Moreover, nonpolar amino acids arate

metal elements stimulat&hccharothrix algeriensigrowth.
Introduction

Antibiotic resistance has been increasing rapidlyird) the last decade (1, 2). This
phenomenon is problematic, especially in a hosgitalironment where multiple antibiotic
resistant bacteria such 8saphyloccocus aurewppear (3). Two main solutions to overcome
this problem are: better use of antibiotics anductidn of their consumption, and
identification of new bioactive molecules. In thstudy, Saccharothrix algeriensisa
bacterium belonging to the actinomycetes family g@ndducing dithiolopyrrolone, a new
class of antibiotics, was isolated from Saharals sfiAlgeria (4).

These antibiotics are also known to have anticaandranti-allergic activities (Stahl,
P., Seidel, H., Von der Eltz, H., Wilhelms, O.HdaRoesch, A., U.S. Patent 1988-4760077,
1988 and Webster, J.M., Li, J. and Chen, G., Uafens 2000-6020360, 2000). Recently, it
was found thatS. algeriensids able to produce at least five dithiolopyrroloametibiotics
containing N-acyl derivatives of 6-amino-4,5-dihgdf-methyl-5-oxo-1,2- dithiolo [4,3-b]
pyrrole: thiolutine, senecioyl-pyrrothine (SEPyldiyl-pyrrothine (TIP), isobutyryl-pyrrothine
(ISP), butanoyl-pyrrothine (BUP) and benzoyl-pyhiae (5, 4) as shown in Fig.1.[Remark 5]
TIP and SEP are produced only $yalgeriensisThe dithiolopyrrolone core consists of two
5-membered heterocycles: a dithiol cycle and agbgrcycle linked to a radical by nitrogen 4
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and 7 (Fig. 1). The cyclical core results from tyelization of cystine (6). Each association
with radical-nucleus grants the dithiolopyrrolonetent properties.

Previous studies showed the influence of the coftippsof culture medium on the
production of derivatives. Thus, the addition gflit and benzoic acids multiplied the
production of specific TIP and thiolutine by ninglef and at least ten-fold, respectively (7). It
was also shown that the addition of different amand organic acids can induce the synthesis
of 18 new dithiolopyrrolones.

Two separate approaches exist to increase the keoaie concentration of microbial
productions. The first approach is to improve thmec#fic production of the bioactive
molecule of interest and the next is to increase thtal biomass production. The first
approach has already been investigated; previagest carried out on this bacterium (8, 9)
have focused on the specific production of theseors#ary metabolites. As antibiotic
production is easily induced by the addition of isas organic acids, we focused on
increasing the growth @. algeriensisn the present manuscript

The present work proposes to define a syntheticumedevoid of yeast extract (YE),
to explore the development 8f algeriensigrom a qualitative and quantitative point of view.
Thus, carbohydrates, amino acids, and nucleobases screened on minimum medium to
develop a synthetic media. Moreover, the influesictace elements was assessed.
MATERIALS AND METHODS
Microoganism and flasks culture conditions

S. algeriensi?NRRL B-24137 was used as the study bacterium. Miatspores were
obtained from solid culture on petri dishes filladth conservation medium. They were
maintained in 25% glycerol at —20°C. A 100 ml vokirof semi-synthetic medium was
inoculated by 3.5 ml of this suspension and incedbain a rotary shaker (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA) at 250 rotation penate (rpm) at 30°C for 52 h. Five ml of the
resulting preculture was used to inoculate eachuil Before inoculation, the pH was

adjusted to 7 by addition of 1 méT* NaOH. Cultures were performed in 500 ml Erlenmeyer

flasks containing 100 ml of medium under the saorettions. They were carried out in, at a
minimum, duplicate for at least 200 h.
Media composition

Sporulation and conservation medium: ISP2 had elewing composition (per liter
of distilled water): malt extract, 10 g; yeast ext; 4 g; glucose, 4 g; and agarose, 18 g.
Minimum media buffered with CaG@MMcacod was used in previous studies (8). However,
from a practical point of view, CaG@omplicated the determination of dry cell weigrtus,
a second minimum medium buffered with morpholingareesulfonic acid MOPS (Mi¥bps)
was tested in place of the first one and used asgative control in this study. MMcos
contains: glucose, 15 g; (NHSQO,, 2 g; NaCl, 2 g; KHPO,, 0.5 g; KHPO,, 1 g;

MgSO,- 7H0, 0.2 g; and CaC£5 g; per liter of distilled water. MMbps contains: glucose,
15 g; (NHy)2SOy, 2 g; NaCl, 2 g; KiHPQy, 0.5 g; KHPO,, 1 g; MgSQ-7H:0, 0.2 g; MOPS,
20 g; and CaGt2H;0, 1 g.

A semi-synthetic medium was used as positive canttocontained (per liter of

distilled water): 2 gl * of YE added to the minimum medium (MMos0or MMuops).

The culture media used to evaluate the influencaifi€rent compounds on the
bacterium growth was based on the minimum mediumhich the various components to be
screened were added. Carbohydrates tested wer@sglusucrose, fructose, galactose,
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maltose, mannitol, glycerol, lactose at 0.83 mMheand starch and dextrin at 159§ each.

Amino acids were screened in groups. Groups 1n&,3acontained amino acids at 5 mM
each. Group 1 contained glycine, alanine, leucimgleucine, valine, tryptophan,
phenylalanine, and proline. Group 2 contained ipsserine, threonine cysteine, and
methionine. Group 3 contained lysine, argininetitiise, glutamate, aspartate, glutamine, and
asparagine. Group 4 contained 20 amino acids atmiW each. Nucleobases (adenine,
guanine, cytosine, thymine, and uracil) were eualdiandividually at 20 mM each and in
combination at 5 mM each. Oligoelements mix (X) wested at three concentrations: 0.1 X,
1X, and 10 X. Composition of X is given in Table 1.

The nature and the concentration of the compoundie tested were selected on basis
of the composition of YE used in this study andpoevious investigations (8, 9) conducted
on S. algeriensisThe amino acid concentrations tested in thisystué in the same range as

those amino acids produced in the culture mediurg byg| ~* of YE (reference no 212720

from Difco). These choices allowed comparison & éxperiments results with those of the
positive control.

The effect of glucose on biomass production wadueted in minimal and semi-
synthetic conditions. Sucrose, starch, dextringtisse, galactose, glycerol, maltose, lactose,
and mannitol were evaluated at the same molarityl@sose. Performances of amino acids,
nucleobases, and trace metal element (oligoelenemie evaluated on minimal medium.
Amino acids are classified into four groups basedgloysical and chemical properties. Group
1 contains nonpolar amino acids; Group 2 , amindsawith sulfur or alcohol groups; Group
3, polar amino acids remaining and charged amimsaand Group 4, all amino acids.

Table 1 represents the oligoelements compositiea us this study. The chemical elements
can potentially produce activating or inhibitoryfestts on the microbial metabolism; they
were added to span a wide range of concentratimnekXample, in addition to the trace metal
solution met in literature at the concentration(bXgo iron 1X), the mixture diluted ten times

(oligo iron 0.1X), and the mixture concentrated ti@es (oligo iron 10x) were used.

Moreover, iron usually plays an enzymological nolenicrobial metabolism (10, 11) and was
separately added (iron 1X) to the basic mixturég¢olLX). Media were sterilized at 120°C

during 20 min.

Growth estimation

To estimate the dry cell weight (DCW), 3 ml sampdédhomogenized culture broth
were
centrifuged at 16000 g for 10 min in pre-weigheg&morf tubes. The pellet was washed
twice with distilled water; the supernatant waseresd for other analysis. Eppendorf tubes
containing pellets were dried at 105°C for 48 h andled for 30 min in a dessicator. The
relative error is %%.

The average specific growth rate (i) is calculétech the DCW.

_ ADCW

r . .
DEW_('1pcw is the DCW evolution rate,,, =

H DCW
Determination of glucose concentration

A biochemical analyzer with enzymes fixed on a memb was used (YSI 2700
select) with glucose oxidase. Glucose was detemnivith amperometric quantification after

. DCWisingl*andtisin h)

178



its enzymatic oxidation. The amperometer quantifecawas linear for glucose concentration
ranging from 0—-25 d ~*. The relative error is 3 %.

Alpha amino nitrogen quantification

Alpha amino nitrogen is quantified using a speo#fizymatic method (Microdon kit
using glutamate oxidase) and an automatic multipatac analyzer (Mascott, Lisabio,
Pouilly en Aixois, France). The signal quantificetiwas linear for alpha amino nitrogen

concentration ranging from 0-500 mg". The relative error is %.

RESULTS AND DISCUSSION
Calcium carbonate substitution in the composition bthe culture medium

CaCQ was initially used to buffer the culture mediunut IDCW determination was
complicated, and was replaced by MOPS in the aulinedium composition. Calcium was
then provided by Cagl Evaluation of the effect of the substitution oOS and CaGlon
bacterial growth was performed. Figure 2 showset@ution of biomass as a function of
time in the two synthetic media and that after 1@f ltulture, the MOPS buffered medium

produced 1.48 g ~* of biomass compared to 0.17Ig* by CaCQ buffered medium. In

addition, the medium buffered with MOPS allowed aximal production of biomass, 2.5
times higher than the biomass obtained on calciaranate buffered medium.

Thus, replacement of CaG®@y MOPS allowed growth 0. algeriensisn a semi-
synthetic medium. Moreover, the MOPS buffered medhad a positive impact on biomass
production.

Growth on semi-synthetic medium buffered with MOPS
Figure 3 illustrates the growth &. algeriensison a medium supplemented with a

small quantity of YE (2 d %), referred to as semi-synthetic medium-9y. Biomass

production and glucose consumption were monitorgthd the 45 h. Biomass yield, biomass
formed per gram of glucose consumed, is representie same figure.

The results indicate that the growth of the baatarion this medium could be split
into two parts: from starting point to approximgté2 h of culture and from approximately

12 h to the end. In this first period, there wasraduction of 1.48 g * of biomass with a

biomass yield of 1.1 E@W.ggmose‘l. This yield was much higher than the maximal
actinomycete biomass yield of 0.46cg.Gyucose - referenced in literature (12). This indicates
that during this period, biomass was formed maintyn a substrate other than glucose.
During this first step of growth, the average sfiegjrowth rate was 0.27 h

In the second period, the bacteria multiplied sjovidess than 0.5 4 ~* of biomass

was formed in 30.5 h. At the same time, 2.25 § glucose was consumed. The average

specific growth rate was 0.007*hwhich is forty times lower than the previous peltiThis
phase was characterized by a lower biomass yiel@.1® g;cw.ggmcosgl. Such a result
indicated that during the second period, glucosddcbe the only source of carbon used for
the bacterial growth. In addition, this low valusutd indicate that the bacterium growth was
limited by an unidentified element.
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YE are predominantly composed of field proteings liikely that the initial phase of
growth uses the amino acid available from the YEcabon and nitrogen substrates. The
Saccharothrix genus was relatively and genetiadihge to the Streptomycetes genus (13).
Moreover, numerous studies have discussed thedrcdgo catabolize amino acids (14).

Growth on minimum medium

No significant growth occurred in the minimum mediuGlucose alone was not
sufficient to induceS. algeriensiglevelopment; thus, the bacterium was missing aanés$
element for its growth. Yeast extract would be arse of growth factors filling an
auxotrophy. Moreover, preliminary experiments hatilewn that glucose was indispensable
for the bacterium development. Based on our resthiéshypothesis that glucose was used as
an energy source for the metabolism could be ddhgien (15, 16).

Influence of carbohydrates on growth in the semi-gythetic and minimum media

In order to determine if glucose was the best aadmurce folS. algeriensigrowth,
other carbohydrates were tested both in minimalfandrable conditions at 0.83 mM. Results
are presented in figure 4a and 4b. The specific immalx biomass [Xaxspeciic was the

maximum biomass produced, reported as concentratioglucose in g !, because the

carbohydrates tested did not contain the same nuofbearbon atoms. Glucose, galactose,
fructose, and mannitol contain 6 carbon atoms. dsstmaltose, and sucrose contained 12
carbon atoms. Glycerol consisted of 3 atoms of arartextrin and starch were glucose

polymers.

In the presence of YE (Fig. 4b), there was an @eemf 3.6 times more specific
biomass production than in the absence of YE (B&). Moreover, the highest level of
biomass produced without YE did not reach the mahivalue of biomass produced with YE.
The performance of various carbohydrates on theifspproduction of biomass was different
depending upon the presence or absence of YE4Rjd). We noted that in presence of YE,
carbohydrates that contain 6 carbons produced #s¢ $pecific production while those
containing 12 carbons induced the lowest spectiocpction. In the absence of YE, maltose
and sucrose, which are dioses, gave the lowestifisggoductions.

When the bacterium was in presence of YE that waslequate nutritional conditions
for development, glucose produced the second kmstifc production of biomass. The
carbohydrate responsible for higher biomass, gadactwas not a classic sugar; therefore,
glucose was used as the carbon substrate residthefeesult of this work.

Growth on synthetic medium

In order to detect this potential auxotrophy, tlesgible candidates exhibiting it and
that may be potentially present in yeast extracteh@een listed. Thus, amino acids,
nucleobases, and trace elements have been screaneihimum medium. The results of
these investigations are presented below.

Effect of amino acids on growth
As shown in Fig. 5a, the four groups of amino acitiswed for a better growth than
the negative control, but no group equaled theeslof biomass produced by the positive

control. From a quantitative point of view, grouget to the best biomass production, 1:2 g

“Lin 150 h, groups 3 and 2 resulted in 1.18 ¢ in 100 h and 1.05 -4 ~*in 150 h,
respectively.
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The amino acid group 3 led to an earlier develognoéhe microorganism than the
other amino acids, but biomass production in gr@upemained constant after 100 h of
culture, unlike the other groups. The amino acidedutogether (group 4) produced earlier
growth than the cluster groups of amino acids (gsod), 2, and 3). The cluster groups had a
positive synergistic effect on initiation of growthowever, this growth stopped rapidly. This
may have occurred because one of the amino acidsragdly depleted. Observation of
alpha-amino nitrogen evolution (Fig. 5b) in cultumoth demonstrated the consumption of
amino acids by bacteria in synthetic medium. Sdvautghors have already emphasized the
ability of Streptomyces to metabolize amino acitk)( They are either incorporated directly
into protein synthesis or de-aminated or used ssuace of carbon in the Krebs cycle (17).
Because the concentration of alpha-amino nitrogas mot null, it was not a limiting factor as
a whole. However, it is still possible that specdimino acids were growth limiting. Specific
amino acids may have been consumed at differees,ra¢sulting in depletion of one amino
acid while metabolism of others continued.

The observation of alpha-amino nitrogen evolutiothie positive control showed that
the amino acids from YE were consumed in the #&th of culture. In the semi-synthetic
medium, the first growth phase occurred on the amacids from the YE, which was
confirmed as stated above. Amino acids belongingh groups 1 and 3 were rapidly
consumed. By contrast, amino acids from group Z2wensumed later, after 100 h of culture.
The sulfured amino acid and those with a hydroxsdug were assimilated with more
difficulty than nonpolar and charged amino acidsitey bacteria. Group 3 could contain one
or several important amino acids for the bactegrawth because, in this group, when there
was no amino acids consumption left, biomass proolustopped. Moreover, the amino acid
consumption of the group 1 stagnated while grovathtioued. In this case, the hydrophobic
amino acids would facilitate the formation of bicgadrom glucose after 100 h.

Evolution of these different cultures made it diffit to determine a specific
auxotrophy, or a multi-auxotrophy because aminalsadested as a single group did not
induce growth similar to the positive control (seeino acids together group 4). However, the
amino acids did produce a positive effect on bisyasduction bys. algeriensis.

Effect of nucleobases on growth

Figure 6 shows the performance of the 5 nucleobés#snine, thymine, cytosine,
guanine, and uracil) on the maximum productioniofass at different times of culture (100,
150, and 200 h). Nucleobases were tested sepaat@® mM each and together at 5 mM
each.
Figure 6 shows that uracil and thymine at 20 mMvadld production of biomass, which was
higher than the negative control and other nuclse®aThus, 1.35 and 1.33/§" of biomass
were produced in 200 h in the presence of uradl #taymine, respectively. These values
remained encouraging but were 40 % lower than tneuats of biomass produced by
positive culture control: 2.17, 2.27, and 2.3 g in 100, 150, and 200 h, respectively. The
growth on uracil took place with less latency tlggowth on thymine. Adenine, guanine, and
cystine induced similar or better production ofrbass compared to our negative control,

with biomass concentrations of 0.215, 0.315, 0.2#f 0.260 g ~* in 100 h, 0.28, 0.75,
0.46, and 0.29d in 150 h and 0.33, 0.95, 0.56, and 0.2B7§in 200 h, respectively.
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Although these nucleobases had a positive effeeh@rmmount of biomass produced,
they induced later growth than the positive cultcoatrol. In effect, between 100-200 h, the
amount of biomass increased by only 10 % of thetironcrease seen in the positive control
culture; biomass production was increased thret addition of thymine and two-fold with
uracil. It should be noted that nucleobases usgether at 5 mM each did not show a positive

effect on maximal produced biomass but did induadier growth: 0.65 and 0.9-f* of
biomass were produced from this last culture in &9@ 150 h, respectively.

The positive effect of nucleobases such as uracilbacterial growth has been
described in the literature (18). Moreover, nucks#s could be a carbon source &r
algeriensisbecauseStreptomyceswhich are genetically close ®accharothrix are able to
catabolize nucleobases (14). It is not surprisingt tthese two nucleobases (uracil and
thymine) provide similar results. Uracil is the reabase that replaces thymine in RNA. They
have a similar structure, with the difference ofaaditional methyl group at position 5 of
thymine.

Effect of mineral solution on growth

Preliminary experiments identified molecules thatédna positive effect on growth but
did not allow identification of a specific auxottopEffect of trace metal elements on growth
has been estimated. An element mixture borroweah fifee literature (19, 20) was added in
the minimum culture medium as described in Mater@add Methods.

The following figure presented DCW at various tipeints: 150, 260, and 330 h
according to the various trace metal element medwdded. The oligo iron 1X, oligo 1X,
iron 1X, oligo iron 0.1 X, and oligo iron 10X miXlewed maximum biomass production of
0.67, 3.27, 0.04, 3.9 and 0.21g*%, respectively . The mixtures of oligo 1X and oligon

0.1X induced growth higher than that of the positaontrol. We noted that in 330 h of
cultures, biomass decreased in the negative copwestibly due to bacterial cell lysis.

In all cases, the development of the bacterium mweduafter more than 150 h of
culture. Such latency could be explained by the mmsition of the mixtures. Each “oligo”
mix contained more than 10 micronutriets), some may have had a stimulatory effect,
while others may have been inhibitory. Thus, thasmplex and competing regulation could
explain the long latency of more than 150 h.

The addition of iron only induced low growth (0.4 ~* biomass in 330 h) and this

element associated with the standard mixture (ohgo 1X) allowed a biomass production of
almost five times lower than that seen in the preseof oligoelements mixed alone without
iron (oligo 1X). In our conditions, it seemed thtae iron had an inhibiting effect o8.
algeriensisgrowth

The performances, in term of biomass productiormevieversely proportional to the
trace metal concentrations: oligo iron 10X alloweeg@roduction of 0.2 g ~*, oligo iron 1X

produced 0.67 g4 %, and oligo iron 0.1 X produced 3.91g*. This would emphasize a strong
inhibitor trait of one (or more) of the oligoelemgmixture component.
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Thiolutine specific production on synthetic medium:key-data

A synthetic medium containing uracil at 20 mM alkxva specific production of 2.3
mg of thiolutine per g of biomass. The oligoelensemixture (without iron) permits a specific
production of 2.1 mg of thiolutine per g of bioma&alactose and maltose used in synthetic
medium in place of glucose enable a specific prodnof 8.3 and 7.2 mg of thiolutine per g
of biomass, respectively.

Adding benzoic acid (at 5 mM) to the mixture of thaucleobases (at 5 mM each), in
a culture medium devoid of yeast extract, allowspecific production of 32.3 mg of
thiolutine per g of biomass. This data shows thssimlity of thiolutine production bys.
algeriensisin synthetic medium. Moreover, this specific prode is improved by the
addition of benzoic acid.

Nucleobases, amino acids, and oligoelements stiedia. algeriensiglevelopment
on synthetic media, particularly uracil and thymimgcleobases and non polar amino acids.
Low concentrations of oligoelements allowed baetegrowth. No auxotrophy was detected.
Two assumptions are made from these results: aotryshy or multi- auxotrophy target has
not been discovered yet, or there is no auxotr@pid/ optimization of the synthetic medium
that is not complete. In the state of current kremlgke, we suggest a minimum medium
containing 20 mM of uracil for the developmentSfalgeriensisn synthetic conditions.

This research has helped develop a synthetic basisa which facilitates the growth
of S. algeriensisAlthough these media permit a certain bactemalwh, biomass production
could still be improved. However, the media deteedi in the present experiment could be
used as tracks for the development of a nutritigmabtched synthetic medium allowing for
“batch” cultivation of the strain. Thus, these difnt medium compositions could be a
starting point for accurate and quantitative stsdia the metabolism and induction of
dithiolopyrrolones production i8. algeriensis
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Figures Legends

FIG. 1. Dithiolopyrrolone antibiotic structure

FIG. 2. Evolution of S. algeriensibiomass as function of time on two semi-synthetedra.
One media is buffered with CaGQ@rey square) and the other with MOPS (closed draih
Batch culture: 30°C, 250 rpm

FIG. 3. Evolution of biomass production, glucose consummptand biomass yield.

Closed square, Biomasslg™'; open circle, glucose-§ *; and grey diamond, biomass yield

(biomass formed per gram of glucose consumedeg >) as a function of time on MOPS
buffered semi-synthetic medium. Batch cultur&ogalgeriensis30°C, 250 rpm

FIG. 4. Maximal specific biomass production in presencealiffierent carbohydrates on a)
MOPS buffered minimum medium and b) MOPS bufferemtissynthetic medium. Glucose,

galactose, fructose, lactose, maltose, sucrosegiedrol (83 mM). Dextrin and starch (15

g-1 7. Batch culture o8. algeriensis30°C, 250 rpm.

FIG. 5 (a) Biomass production and (b) ammonium ions consiem@t different time points:
0 (open bars, only for panel b), 50 (grey barsp (ark grey bars), and 150 (closed bars) h of

culture, as a function of amino acid groups. Pesitontrol contains MiMops medium + 2

g-l * of YE. Negative control contains only Mips medium. Groups 1, 2, 3, and 4 are

prepared as explained in Materials and MethodscHBatllture ofS. algeriensis30°C, 250
rpm.

FIG. 6. Biomass production at different times: 100 (white&§0 (grey), and 200 (black) h of
culture, as a function of nucleobases. Nucleobasegs tested alone at 20 mM, adenine (A),

thymine (T), cytosine (C), guanine (G), and urddi and together (ATCGU) at 5 mM each.
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Positive control contains Mybes medium +2 gl * of YE. Negative control contains only

MM mops medium. Batch culture @&. algeriensis30°C, 250 rpm.

FIG. 7. Biomass production at different times: 150 (opems)a260 (grey bars), and 330
(black bars) h of culture, as a function of oligmeknts mix. The mixture is tested at 3
concentrations (Table 1): (oligo iron 1X), ten tenewer (oligo iron 0.1X), and ten times
higher (oligo iron 10X). The iron is tested in adation with the mixture and separately

(iron). The mixture is evaluated without iron (aiglX). Controls: MMiops medium
(negative control) and MMbps medium + 2 gl * YE (positive control). Batch culture &.
algeriensis 30°C, 250 rpm.

Table

TABLE 1. Oligoelements mix (1X) composition

Oligoelements mix 1X

Composition g1t

CuSQ.5H,0 0.02968
NiCl,.6H,0O 0.003353
H3sBOs 0.0014
MnSQO,.H,O 0.0525
ZnSQ,.7H,0 0.0308
CoCb.6H,0 0.007
NaMoQO,.2H,O  0.0035

Kl 0.00231
AICI3.6H,0 0.0028

FeSQ.7H,O 0.09
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Figure no 4
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Saccharothrix algeriensisa new antibiotic producer: investigations on its

secondary metabolism
Strub G, Brandam & Meyer X and Lebrihi A
! Laboratoire de Génie Chimique, UMR-CNRS 5503,
BP 1301, 5 rue Paulin Talabot, 31106 Toulouse cddex

The constant growth of the antibiotic world marledds to study rare actinomycete. Therefore, tletebiam
Saccharothrix algeriensighich products new antibiotics of dithiolopyrrololass is studied in liquid culture.
The aim of this work is to better apprehend the maisms which govern the bacterial growth as weltree
dithiolopyrrolones synthesis and to capitalize #riswledge in a general reactional scheme of thamedism.

The growth ofSaccharothrix algeriensigvas performed in a batch reactor, on a semi-syiatineédium. The
growth, the thiolutine (the main dithiolopyrrolon@nd the carbon dioxide production and the sulestrat
consumption were monitored. The influence of thiestnate concentration on growth and on the prodoabif
dithiolopyrrolones was evaluated. It seems thatd@growth occurs on amino acids then on glucdse
thiolutine synthesis would be induced by carbonssualtes exhaustion and by ammonium ions deficiency.
Glucose seems to exert a catabolite repressioneosetcondary metabolic activities of the cell.

1. Introduction

The production of new bio active molecules is nomajor concern to answer to the fact of the pradifien of
microbial pathogen strains resistant to the moksalrrently available (Butler et al. 1996; Crieghkt al. 2007,
Linares et al. 2007). Thus researches tend to #@xpi® biodiversity in order to find new bio activeolecules
with microbial origin (Boudjella et al, 2005In this context, the bacteriuBaccharothrix algeriensjbelonging
to actinomycetes family and producing new antib®®f dithiolopyrrolone class, has been isolate&aiaran
soils in Algeria (Zitouni et al. 2004). Dithiolopylone antibiotics have others interesting progsrtantifungi,
insecticide and anticancer activities (Webster @hdn, 2000; Minamiguchi et al. 2001, Webster e2@02, Xu
1998).

Sa algeriensiss able to produce at least five dithiolopyrrolan#ibiotics: thiolutine, senecyol-pyrrothine (SEP)
tigloyl-pyrrothine (TIP), isobutyryl-pyrrothine (B and butanoyl-pyrrothine (BUP) as shown in figlireSa
algeriensisis the only known microorganism able to produc® &hd SEP (Lamari et al. 2002; Bouras et al.
2006). Recent works showed that the nature ofdde&al ® depends on the culture medium compositi@th
association "organic acid-heterocycles" leads ti@mint molecules with different properties, whittakes it an
interesting model to study (Bouras et al. 2006; lBsuet al. 2007). But few data exist on the maapisc
behaviour of the bacterium in a semi-synthetic medi

R= CH, Thiolutine
Q R= CH(CH,), ISP
H
R / R=(CH,),-CH, BUP
N R=CH=C(CH,), SEP

§ R=C(CH)=CH(CH,  TIP
5

R= C¢Hg
/ Benzoyl-pyrrothine

Fig.1 Dithiolopyrrolonne antibiotic structure

The aim of this work is to study the developmentS# algeriensisin different conditions to capitalize
knowledge on its metabolism and at term to conmahblitatively and quantitatively dithiolopyrrolone
production. The development 8t algeriensisvas followed on semi-synthetic medium where majasf the
substrates was identified. The cultures have beerned out in batch reactor with probes for moritgrand
controlling physical and chemical environment ofe tibacterium. In parallel substrates and products
concentrations have been followed by offline measumnts.
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2. Materials and Methods

2.1 Flasks and reactors cultures conditions

Sa algeriensidNRRL B-24137 was used in this study. Spores weaatained in 25% glycerol at -20°C. Spores
were obtained from solid culture 8& algeriensi®n conservation medium.

For the precultures, a volume of 100 mL of semitlsgtic medium was inoculated by 3.5 mL of spores
suspension and incubated on a rotary shaker (NewdBrick Scientific Co., NJ, USA) at 250 rotationr pe
minute (rpm) and 30°C for 52 h.

Reactors were inoculated with 100 mL of precult@eltures were performed in a NBS fermentor cormagir2

L of medium. Culture lasted for at least one wegaK. was maintained at 7+ 0.035 by automatic addibén
NaOH solution (1 mol.tY) and HCI solution (1 mol.t). Aeration rate of one vessel volume per minutem(y
was employed. The agitation rate was controllekiegp the dissolved oxygen level above 30% of theraton
with a starting rate of 150 rpm. The pH and dissdhoxygen level were monitored using Ingold specifi
electrodes. Temperature was regulated at 305@n@ CQ content in the exhaust gas were determined bya ga
analysor (Servomex 4100, paramagnetic transduatdd.fand infrared transductor for GO

2.2 Culture media compositions
Conservation media: International Streptomyces gebp (ISP2)

The ISP2 medium had the following composition (jiter of distilled water): 10 g malt extract, yeastiract 4
g, glucose 4 g and agarose 18 g.

Growth and production medium

The semi-synthetic medium used as growth and ptamuenedium contained (per litter of distilled wgte
glucose 15 g, yeast extract 2 g, NaCl 2 g, {N6IO, 2 g, KHLPQ, 0.5 g, KHPO, 1g, MgSQ.7H,O 0.2g,
CaCb.2H,0 1 g, and MOPS 2 g, Uracil 20 mmol.

2.3 Analytical procedures
For the estimation of dry cell weight (DCW), 3 mansples of homogenized culture broth were centrifuge

16000 g for 10 min in preweighed Eppendorf tubedlePwas washed twice with distilled water. Supd¢ant
was kept for other analysis. Eppendorf tubes comgipellets were dried at 105°C for 48 h, and Wwtdd after
being cooled for 30 min in a dessicator (Bouraal.e2006). The measurement relative error is 5 %.

The analysis of dithiolopyrrolone antibiotics waarréied out by non polar chromatography (HPLC, BekT
Instruments (Bouras et al., 2007)) The measuremedative error is 10 %. Supernatant coming from DCW
determination was filtered at 0.2 pm and used tasuee metabolites.

A biochemical analyzer with enzymes fixed on membrhas been used (YSI2700 select) to quantify gkico
Amperometric quantification after the enzymatic dation allows determining glucose concentratiorthia
culture broth.The amperometer answer is linear for a concentratioglucose between 0 and 25 Q.IThe
measurement relative error is 3 %.

Ammonium ions and-amino nitrogen have been quantified using speeifizymatically methods (Diagnostics
Ammonia kit from Boehringer-Mannheim, using glutaendeshydrogenase and Microdom kit using glutamate
oxydase respectively) and an automatic multiparemanalyser (Mascott Lisabio). The signal ansveeliiear
for concentrations ir-amino nitrogen and ammonium ion between 0 andrB@Q!. The measurement relative
error is 5 %.

3. Results

3.1 Growth on semi-synthetic medium
Figures 2 and 3 present the evolution of glucesamino nitrogen, biomass, ammonium ion and thiokiti

during a batch culture @a algeriensi®n semi-synthetic medium. Four periods can bendigished. The first
period (1) is a growth phase of the microorgani#inis accompanied by a diminution efamino nitrogen
concentration (figure 2); it is to say amino acidsnsumption, and an increase in the ammonium ions
concentration. It could be explained by the deationaof the consumed amino acids from yeast exifagpire

3). There is no apparent glucose consumption, kainag the amino acids are quickly consumed by the
bacterium. The second period (2) is characterized brake in the growth. During this period, thetref the
amino acids and the glucose are consumed. The ammadans concentration is stable. The third pefi®a
growth phase on glucose and ammonium ions longar tihe first one on amino acids (3). The ammonions i
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could be used as nitrogen source. The last pedipi Characterized by a decrease of biomass ctiatien that
seems to coincide with ammonium ions exhaustiois. ptobably caused by cell lysis.
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Fig.2 Sa. algeriensis batch culture on semi-synthetic
medium in batch reactor, 30°C, pH 7.00 +0.035 upH,
0.5 vwvm and 250 rpm. a-amino N (mg.L), m glucose
(9.L'™Y) consumption an+ biomass production (g?).
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Fig.3 Thiolutine productiors (mg.L?), a-amino No
(mg.L"), and ammonium ions (mg.L") in Sa
algeriensis batch culture on semi-synthetic medium,
30°C, pH 7.00 £0.035 upH, 0.5 vvm and 250 rpm.

Sa algerinsiggrowth seems to be diauxic (Narang and Pilyugi®62®n semi-synthetic medium. Indeed, in the
first time, the amino acids are used for biomassipction (period 1), and then when they are alragbausted,
after an adaptation period (period 2), the bactenises glucose and ammonium ions for its develop(peniod

3). The fact that other actinomycetes have a dagrawth confirms our comments (Novotna et al. 2003
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Figure 4 shows the Groduction speed evolution during the same culture

It appears that the evolution phases of, @@duction speed is perfectly calked on the phasdbe biomass
development (Figure 2)The period 1 is accompanied by an increase of fBg ffoduction speed. It does not
change during the period 2 because of this adaptatiase. The next period (3) is characterizedrbyerease
of the CQ production speed. The last period of cells lysisig¢daccompanied by a decline in this production
speed. From a practical point of view, the on-ktiedy of the carbon dioxide production by gas asialgllows
observing the important metabolic events, like lasmdevelopment or changes of consumed substrata. A
result, the on-line COmeasures can be used as a mean of monitoringiltioeecin absence of off-line measures.

3.2 Secondary metabolism induction
The thiolutine production in parallel to tlkeamino nitrogen and ammonium ions consumptiongésgnted in

figure 3. The thiolutine concentration starts toréase at the end of the period 1 when most oathi@o acids
are exhausted from the culture broth. In the peBiaithe thiolutine concentration decreases. Thautine would
be degraded or transformed into other dithiolopgmes derivatives by the microorganism. There seeond
phase of thiolutine production following ammoniuonidepletion during the period 4. Carbon and nérog
limitations induce a slowdown in growth or metabddictivity of the microorganism which would cause t
thiolutine synthesis in the culture broth (WilsardeaBushell 1995; Melzoch et al. 1997). However, fiwt that a
microorganism produces sequentially its secondaeyabvolites is rarely described in literature (Buished
Fryday 1983).

3.3 Glucose catabolite repression

Figure 5a presents the thiolutine production asnatfon of the time at three glucose concentrat{@n%.5 and 8
g.L'™Y). Figure 5b presents biomass production at thiéferent times of culture for these same glucose
concentrations. The three concentrations allowtllii@utine production. On the other side, it is on@nt to
notice that they have no impact on biomass prodoctHowever, production depends on the initial ghec
concentration. Culture containing 8 &.iglucose reaches the lower production (14.8 mgrL30 h) while the
one containing the least of glucose allows the pesduction of thiolutine (3.28mgLin 30 h). The more initial
glucose concentration in the culture medium the sduction of thiolutine in the first 30 h of ture is.
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Sa. algeriensis batch culture on semi-syntheticiomedn batch
reactor, 30°C, pH 7.0& 0.035 upH, 0.5 vwvm and 250 rpm

Moreover, the observation of figure 5b shows thhatgver the time of culture, biomass produced &Ipehe
same in the three conditions. It seems that theoghki has a repressive effect on the secondary alistabThen
it does not affect the growth of the bacterium.sThégulation exists in other actinomycetes (Deni#i88;
Hodgson 2000) but not on theirs biosynthetic atési

4. Conclusion

Sa algeriensiss able to grow from several substrates sequéntahsumed. On the other hand, from a practical
point of view, the C@ consumption speed measure allows an easily momgtaf the various culture phases.
The secondary metabolism of this actinomycete setentse inducted by exhaustion of different carbod a
nitrogen substrates which are in the culture brdthiolutine production occurs when the substratecivhs
currently metabolised became limiting. As the salvahanges of substrate during the batch culture, t
production phenomenon can occur several times garipatch culture.

The establishment of a general reaction schemddahatiow validating the hypotheses the diauxic gitowf the
microorganism. It will be tested on other experita¢rconditions. A mathematical model representihg t
growth of the bacterium can be developed. At teitnwill allow the control of the produced derivatand
certainly the production of dithiolopyrrolone classw members
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Résumé

Les premiéres études menées sur la croissanc&ageharothrix algeriensiset sur sa production de
dithiolopyrrolones ont été réalisées sur un milb@mtenant du glucose et de I'extrait de levure.bjeatif de
cette étude est de déterminer la composition d'ilreumsynthétique permettant d’étudier le métaboésde
cette bactérie. L'utilisation d’extrait de levurarts ce contexte est délicate dans la mesure cangaosition est
difficilement maitrisable. L'étude consistant aleibdifférents éléments laisse penser & une stimnolale la
croissance d&accharothrix algeriensispar les bases azotées et met en évidence lemplartant joué par
certains éléments comme le tungsténe. Les résglbafirment que le glucose est la source de carkmmpdus
intéressante pour la production de dithiolopyrrales Un milieu synthétique, composé de sels, deoghu
(15g/L) et d'uracile (20 mM) a été retenu pour dalisation de culture en fermenteur « Batch » deQuipé
d'un analyseur gaz autorisant une étude cinétigus fine. La syntheése des dithiolopyrrolones semble
partiellement découplée de la croissance du migerosme.

Mots-clés : antibiotiques milieu synthétique bactées filamenteuses fermentation

1. Introduction

La production de nouvelles molécules « bio-activest actuellement une préoccupation importantéchélle
mondiale du fait de la prolifération de souchesrob@&nnes pathogenes résistantes aux moléculesllaatent
disponibles. C’est dans ce contexte que s'ins@ttecétude. Au sein du laboratoire, une nouvellgces
bactérienn&Saccharothrix algeriensiSIRRL B-24137 (Zitouni et al., 2004) a été isoléel®92 de la palmeraie
d’Adrar (Algérie). Cette bactérie filamenteuse apipat au groupe des actinomycétes. Celle-ci smsirée
productrice de molécules de la classe des dithyoiofpnes et présente des activités antibactérignne
antifongiques et anticancéreuses intéressantessf@febt al., 2000 ; Oliva et al., 2001 ; Minamigueh al,.
2001).

Le noyau dithiolopyrrolone posséde une structurepmmsée de deux hétérocycles de 5 atomes : un diyulel

et un cycle pyrrol qui porte des radicaux relidsaote 4 et 7 (« position N4 et N7 » cf figure 1).e noyau
cycligue résulte de la cyclisation de la cystinehaQue association «radical-noyau » confére a la
dithiolopyrrolone des propriétés différentes, cergnd ce modele d’étude intéressant.

Saccharothrix algeriensiproduit principalement six molécules de cette sgagossédant toutes un groupement
méthyl- en position N7 et variant par leur radiRadn position N4 (Lamari et al., 2002

R= CH; Thiolutine
R= CH(CH), Isobutyryl-pyrrothine (ISP)
R= (CH,),-CHs Butanoyl-pyrrothine (BUP)
R=CH=C(CH), Senecyol-pyrrothine (SEP)
R= C(CH;)=CH(CH) Tigloyl-pyrrothine (TIP)
R= GHs Benzoyl-pyrrothine (détecté sur milieu ISP2)
Figure 1. Structure générale des dithiolopyrrolones
Malheureusement le genBaccharothrixfait partie des Actinomycétes rares trés peu étudhucune donnée
intéressante sur ce groupe n'est disponible awanide la littérature.
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Des travaux antérieurs (Bouras, 2005), ont permimdttre en évidence l'influence de la compositlarmilieu

de culture sur la production relative de ce paeehmblécules. De plus, de nouveaux dérivés dithigtobones

ont pu étre produits suivant le milieu de culture.

Ces potentialités synthétiques remarquables samhgiteuses. Dans I'objectif de comprendre les nisoes

qui régissent cette activité synthétique, une éapfmofondie est en cours dans notre laboratoite.agpour but

la mise au point d’'un modeéle stcechio-cinétique aah@ompte du comportement de la bactérie d'untpoen
vue macroscopique et donc de maitriser ainsi qojgtidhiser cette production de composés bio-actifs.

Une étape clé de cette étude consiste a concavailieu de culture synthétique maitrisé permettarg étude
cinétique et stcechiométrique plus fine. Ce typeniieu facilite I'identification des différents satrats de la
bactérie, et donc aide a la formulation d’hypotkés@ le fonctionnement métabolique de la bactérie.

Dans un premier temps, les molécules source dearbnt été testées suivant un panel varié aficilder la
plus intéressante d’'un point de vue croissanceatyetion de dithiolopyrrolones. Fructose, lactas@/tose,
saccharose, mannitol, amidon, dextrines, glycédrghtactose ont été testés a la méme concentratitaire que

le glucose (83 mM).

Jusqu’'a présent, les milieux utilisés pour I'étadeSaccharothrix algeriensisontenaient de I'extrait de levure.
La suppression de I'extrait de levure du milieuadéture entraine un arrét de la croissanceSdecharothrix
algeriensis (résultats non présentés). Il apporte donc demetlés, comme des facteurs de croissances,
vitamines, bases nucléiques et/ou acides aminégcassaires pour la croissanceSdecharothrix algeriensis
Cependant, sa composition est difficilement maibfis et il est donc intéressant d’identifier leles éléments
contenus dans l'extrait de levures intervenantsdancroissance d8accharothrix algeriensigsinsi que la
production de dithiolopyrrolones associée.

Les molécules susceptibles de combler une auxdeagint testées groupées afin de déceler une @lentu
poly-auxotrophie puis pour les groupes qui induisame croissance, les molécules sont criblées
individuellement. Les acides aminés, les 5 basetasg et les vitamines des groupes B et C sordstekes
acides aminés et les bases azotées sont a 5 mMirchkes vitamines sont en excés par rapport aux
compositions des milieux de culture qui les utilis€Sebald et Costilow., 1975).

Par ailleurs, la composition de I'extrait de levereélément chimique a été déterminée afin d'ifienti’autres
potentielles sources de carence.

L'ensemble de ces molécules a d'abord été cribléséme en erlenmeyers. Puis les molécules les plus
prometteuses ont été testées en fermenteur Batrhupe premiére analyse cinétique.

2. Matériel et méthodes

2.1 Cultures microbiennes

Composition du milieu de culture

Glucose 15 gt

(NH4)2504 2 ng

NacCl 29t

KH,PO, 0,5g.l*

K,HPO, 1g.l*

MgSQ,, 7H,0 0,2 g.I*

CaCl 1g.L?

MOPS 20 g.[* (culture & pH non régulé) ou 2 @ Kculture & pH régulé)

Extrait de levure 2 gL ou composé & tester 5 mM
Eau distillée 1000 mL g.s.p.

Le milieu minimum est composé des sels, du tamp@PH et du glucose. Le milieu synthétique corresgand
milieu minimum auquel est ajouté le composé a tekie milieu minimum et I'extrait de levure conséint le

milieu semi-synthétique.

L'équipement des fermenteurs permet des mesurgaidele concentration en,@lissous, de température et
'analyse des gaz de sortie 0 CQ), du débit d’air. Le pH est régulé a 7. La tempénede culture est de
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30°C. La concentration en oxygéne dissout est mairg en permanence au dessus de 30 % de la satutati
milieu en oxygéne.

2.2 Méthodes analytiques

Les méthodes de mesure présentées sont détaidlasdadittérature (Bouras, 2005).

Biomasse: La concentration en biomasse est déterminéeté gamn prélevement de 3 mL repartis en 2 fois 1,5
mL dans 2 tubes eppendorffs préalablement dessiguésés. Les tubes sont ensuite centrifugés 8aL60
pendant 10 min. Le culot est lavé trois fois parmtugation en utilisant 1 mL d’HCI (0,35 M) afid'éliminer

les molécules solubles a pH acide et une dernidseafrec de I'eau distillée. La masse de cellutsiéterminée
aprées que le culot ait été séché 48h a 105°C. idsm®c ainsi déterminé est ensuite exprimé en meade
matiére séche par litre de milieu de culture. Lesées sont effectuées avec une balance de pnéSsidorius
2006°MP™). L’erreur expérimentale est de 5% de la valeur.

Dithiolopyrrolones : La concentration en dithiolopyrrolones dans Ikem de culture est déterminée par HPLC.
La colonne utilisée est rempli par une phase i®eS18 (longueur = 150 mm, diameétre intérieur =mB)
précédée du'une colonne de garde (10 x 4 mm). baemobile est un mélange polaire d’eau et d’aitéten
L'élution s’effectue en gradient (acétonitrile =® min, de 0 & 30 % ; 5 — 30 min, de 30 a 100L%)détection
s'effectue par UV a 390 nm (longueur d’onde d’apton maximale des dithiolopyrrolones).

Glucose: Le glucose est dosé avec un appareil automatifle(Yellow Spring Instrumenfs modéle 2700
Select) qui utilise la glucose oxydase immobiliste membrane. La membrane est couplée a une sonde
électrochimique. L’erreur de mesure est de 3% dalleur

Eléments chimiques: Les éléments chimiques contenus dans le mileoulture sont dosés par spectrométrie
d’émission atomique (Spectrométre d’émission ogtigitima &, JY Horiba, www.jyhoriba.com). L'écart-type
sur la mesure n'excéde pas 1,5 %.

3. Résultats et discussion

Au cours de cette étude, 96 cultures en erlenmetesscultures en fermenteurs ont été effectuéesynthése
de ces expériences est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Synthése des différentes expériegetisées

Nombre d’expériences Milieu de culture

62 Milieu Semi-Synthétique
21 Milieu Synthétique

13 Milieu Minimum

3.1 Criblage des sources de carbone

Dans un premier temps, différentes sources de narbat été évaluées en milieu semi-synthétique.l(Z g
d’extrait de levure). Ce test préliminaire a pout e déterminer quelle est la meilleure sourceatbone pour
la croissance et la production de dithiolopyrroknbezSaccharothrix algeriensis

Les molécules carbonées ont été choisies les @tées possibles : des hexoses (glucose et gadycios
pentose (fructose), des disaccharides (lactosdpseabt saccharose), des poly-alcools (mannitglyegrol) et
deux polymeres de glucose (amidon et dextrine) résgltats sont présentés sur la figure 2.
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Figure 2. Concentration en biomasse et en dithiptofones respectivement aprés 96 et 144 h de reuéin fonction des
sources de carbone utilisées sur milieu semi-syiging

Le glucose et le galactose permettent une bonrngsartce du microorganisme : respectivement 2,@336tg.L

! de biomasse en 96 h de croissance. Cependatiiclesg permet une production de dithiolopyrrolog@dois
supérieure a celle du galactose a 144h de cultes. ailleurs, contrairement au glucose qui conduit
principalement a la production de thiolutine, letres sucres (galactose, lactose, saccharose sealtdructose,
I'amidon, les dextrines, le mannitol et le glycéroiduisent un spectre de production de dithiolopignes plus
large : production de nouveaux dérivés dithioloplgmes ayant les temps de rétention HPLC suivanit,5
15,61 et 16,9 min.

Le glucose est la source de carbone la plus adagge la croissance dS8accharothrix algeriensigt la

production de dithiolopyrrolones associée.

3.2 Recherche des composés pour lesquels le micigamisme pourrait étre auxotrophe

L'extrait de levures étant indispensable a la amse deSaccharothrix algeriensjsil est nécessaire de
déterminer les auxotrophies qu’il comble afin desldostituer par des substrats maitrisés. L'exttaitevures
étant principalement une source d'acides aminéshabtes azotées et de vitamines, leur performanck s
croissance d8accharothrix algeriensia été évaluée en erlenmeyers. Ces molécules anstuth premier temps
testées par groupes: acides aminés hydrophobaffrésoet chargés; bases azotées (Adénine, Thymine
Cytosine, Guanine, et Uracile) et vitamines (graupect C). L'ensemble de ces groupes a été égatetmalué

de maniére couplée de fagon a déceler une évemtpely-auxotrophie . Les concentrations maximales e
biomasse et en dithiolopyrrolones ont été observées

Seul le mélange des 5 bases azotées (5mM / badéepzioduit une croissance du microorganisme :
[biomasselss, = 2,63 g.I* et [glucose consommgl, = 4,1 g.I*. Des investigations supplémentaires ont
montré que l'uracile & 20 mM permet le meilleumpwomis entre croissance ([biomassg]= 0,53 g.I%) et
production de dithiolopyrrolones ([dithiolopyrrolesbez, = 5,79 mg.LY). Par ailleurs, il apparait que la cytosine
(20 mM) induit une production spécifique de molésubioactives 3 fois supérieure a celle de I'uea@DmM) :
soit 27,67 contre 9,63 mg.g.L™.

3.3 Investigations supplémentaires: les oligoélémisn
La recherche d’'une molécule comblant une éventumlbeotrophie n'ayant pas donné de résultats prebant
. L'attention doit étre portée sur la recherchautfes éléments apportés par I'extrait de levuee. L
substitution de I'extrait de levures par un méladggigoéléments emprunté a la littérature (Coloénbt al.,
2005) a été testée. Les résultats sont présentisieldableau 2. L'ajout de ce mélange induit, #89h de
latence une croissance &accharothrix algeriensiginsi qu’une production du dithiolopyrrolones ¢&@s$ en
quantité appréciable ([biomasgg} = 3,26 g.I* et [dithiolopyrrolonesk,, = 25,75 mg.LY). En effet, les
oligoéléments tels que le manganése ou le molybgéneent remplir chez certaines espéces bactéseates
roles biologiques fondamentaux. Les différents aiwe d’activation et de répression des voies méigbesd
pourraient expliquer une telle latence.
L'effet positif sur la croissance et la productide dithiolopyrrolones de I'extrait de levure airegie sa
substitution possible par un mélange d’oligoélémayant été mis en évidence, sa composition eonsati été
analysée qualitativement. Il est apparu qu'il caatede maniére significative les éléments chimigseivant :
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Mg, Co, Al, V, Ca, W, P, Mn, Zn, Zr et B. Ces élarteont été recherchés en début et en fin de eul@88h) sur
milieu semi-synthétique (2 giLd’extrait de levure). Les résultats sont présed&ss le tableau 2.

Tableau 2. Concentration en ppb des différents é@hésnchimiques dans le milieu semi-synthétique
pendant la culture.

Eléments chimiques| Concentration at=0h Concenttion at=288h| Consommation
Mg 17342 8338 9004
Al 34 10 24
Ca 165490 17941 147549
W 443 0 443
P 309790 1247338 185087
Mn 22 2 20
Co 2 1 1

L'analyse qualitative comparée de la compositioncea éléments chimiques en début et en fin de
culture montre que plusieurs éléments chimiquesindient de maniéere significative : Mg, Ca, W et R L
tungsténe est le seul élément épuisé aprés 88hitdecc Il pourrait étre limitant pour la croissante la bactérie
car sa concentration passe de 443 a 0 thgh 88h. Il jouerait un réle biochimique essenti@ns le
métabolisme deSaccharothrix algeriensisCe résultat n'est pas surprenant. Le tungstéhaureso-facteur
enzymatique qui a un réle semblable au molybdéognmment chez les oxydoréductases. De plus, lesmus
du sud du Maghreb est connu mondialement poureatdiéss gisements important de tungsténe (Gisengnt d
Djebel Aouam au Maroc, mine de Bachir en Algéri@j.la bactérieSaccharothrix algeriensia été isolée a
partir d’'un échantillon de la palmeraie d’Adrar dd@ sud ouest algérien. Ce point est a approfondir

3.4 Analyse cinétique

L'uracile a 20 mM, la molécule induisant les mailles croissances et production de dithiolopyrradoaa
erlenmeyer, est testée en fermenteur « batch »lddng de confirmer les résultats en erlenmeyerps, cette
base azotée est également ajoutée au milieu semhiésigue (2 g.I' d’extrait de levure) pour observer
l'incidence de la nature du milieu de culture ($ytique ou semi-synthétique) sur le comportementade
bactérie. Les bilans de matiere sur I'élément aaebmontreraient que cette base agit comme facteur d
croissance et qu'elle n'est pas assimilée en tam gubstrat carboné par la bactérie. Les cinétiques
expérimentales de croissance, de consommation weogf et de production de dithiolopyrrolones sont
présentées figure3a (milieu semi-synthétique) gndbeu synthétique).

L'observation de I'évolution de la concentration lionmasse dans le réacteur montre que la croissdtnge
des les 12 premieres heures de culture. La comtimiren biomasse augmente linéairement jusquéndte
une valeur de 4,86 glia 107 h de culture. Pendant la phase de croissariaex de croissance moyen est de
0,043 R'. Au-dela de 107 h, la concentration en biomassendie du fait de la lyse cellulaire.

Le calcul du rendement biomasse formée sur glucossommé est supérieur a 1 de 0 a 32h ce qui isignié
pendant cette période, la croissance se fait sigubstrat carboné autre que le glucose. Il poustagir des
acides aminés contenu dans I'extrait de levuredéaxiéme partie de la croissance est accompagnée d’
diminution de la concentration en glucose avecamdement de 0,32 g de biomasse formée par g desgluc
consomme.

La production de thiolutine est associée a la saevise. Une augmentation est constatée entre 32heavec
[thiolutine]s,n = 33 mg. L suivie d’une diminution de 52 & 107h avec [thimle}07n= 23 mg.L*. Une reprise de
production est constatée entre 107 et 132h [thi®is,, = 30 mg.L* et enfin une diminution jusqu’a la fin de la
culture.
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Figure 3a. Culture de Saccharothrix algeriensisfermenteur batch (pH=7, pO2 > 30 %, agitation =QLfm et T =
30°C) sur milieu semi-synthétique.

La bactérie entame la production de thiolutine lde#ébut de sa croissance et il semblerait queis€asrét de
la croissance sur acides aminés qui induise I'aleéia synthése de thiolutine. Par contre la fitladeroissance
sur glucose provoquerait une nouvelle augmentadieia concentration en thiolutine. La dégradatienlal
thiolutine en d'autres composés ou consommatiocetle-ci par la bactérie pourrait expliquer lesixiphases
de diminution de la concentration en thiolutine §@ea 107 h et aprés 132h).

La premiére partie de la croissance se déroularssubstrat différent du glucose et s’accompagria dejeure
partie de la production de thiolutine. La seconddi@ de la croissance s’effectue sur glucose gémare une
nouvelle production de thiolutine.

16 18
144 2 A® 1+16

12 N\ A A 114
/ * —— 12

[glucose] (g/L)

[biomasse] (g/L)
[thiolutine] (mg/L)

6 - \ 06| 4 [Glucoselexp

4 o 1 0,4 | == [Glucosel]liss
2 e o/ <8 102 [Biomasselexp
0¥ 0 ® [Thiolutine]exp
0 50 100 150 temps (h) 200 [Biomasselliss
~— [Thiolutine]liss

Figure 3b. Culture de Saccharothrix algeriensisfemmenteur batch (pH=7, pO2 > 30 % agitation = 1§n et T = 30°C)
sur milieu minimum.

D’une maniere générale, les concentrations en tisenat dithiolopyrrolones sont inférieures a celletenu sur
milieu semi-synthétique : 0,96 g'L(5 fois inférieur) et 1,6 mg:£.(20 fois inférieur).

La croissance se déroule linéairement de 30 & 488b un taux de croissance moyen de 0,008 & rendement
de gramme de biomasse produite par gramme de gleomsommé est voisin de 0,317§.L

L’évolution de la concentration en thiolutine se@acdérise par une phase de production : [thiollgipe 1,6
mg.L™ suivie d’'une diminution. La production de thiolitine commence pas avec le début de la croissance.
Ces deux fermentations permettent de mieux cemeninportement de la bactérie qui adopte des pradél
croissance et de production tres différents suilantilieu dans lequel elle croit, ce qui montienportance de
maitriser le milieu de culture pour I'étude Slaccharothrix algeriensis
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5. Conclusion

Cette étude a permis de montrer que les baseseazpéEmettent une certaine croissance dgalecharothrix
algeriensisainsi qu'une production de dithiolopyrrolones aptables en milieu synthétique. Cependant, ces
travaux n’ont pas permis de mettre en évidence am@trophie franche de la bactérie pour les différe
composeés testés. L'extrait de levures utilisé daupréparation du milieu semi-synthétique contipetit étre
d’autres composés carbonés comblant une auxotrephien testés ici.

Cette étude a permis de montrer le développemessilie de Saccharothrix algeriensisur un milieu
synthétique supplémenté d'éléments chimiques. Péapart, 'importance d’éléments chimiques autree q
carbone, soufre, hydrogéne et oxygéne dans I'¢xdmievure contenu dans le milieu semi-synthétisuela
croissance a été mise en évidence. Ces élémemtiqabis sont utilisés par la bactérie pendant sessaoce.
Une analyse plus fine des cinétiques de consommadtoces éléments chimiques permettrait la mispoat
rapide d’'un milieu synthétique performant et petat/'étude approfondie de ce microorganisme.

Des investigations supplémentaires devront étrigleapent mises en ceuvre pour définir plus précisétaaile
de I'extrait de levure dans le développemen$decharothrix algeriensis

L'une des suites a donner a ces travaux est ddapper un modeéle steechio-cinétique représentanhjvaaau
macroscopique, la croissance et la production ¢id@otbpyrrolones paiSaccharothrix algeriensisCet outil
mathématique devrait permettre, a terme, de maitis molécule produite et d’optimiser sa producten
jouant sur les paramétres environnementaux dereultu
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Résumé

La production de nouvelles molécules bioactives est actuellement une préoccupation
importante au plan mondial du fait de la prolifération de microorganismes pathogénes ayant développé
une résistance aux molécules actuelles. Dans ce contexte, une bactérie isolée du sol saharien,
Saccharothrix algeriensis, fait I’objet de cette étude. Elle a la capacité de produire des molécules aux
potentialités bio-actives remarquables : les dithiolopyrrolones.

L’objectif du travail se concentre sur les aspects macroscopiques de I’analyse du
comportement du microorganisme en milieu liquide en vue du développement d’un procédé de
bioproduction. Une premiére étape a consisté en la recherche d’un milieu de culture chimiquement
maitrisé. Afin de s’affranchir de I’utilisation d’extrait de levure, substrat difficilement maitrisable,
I’influence de la teneur en différentes bases azotées, acides aminés et oligoéléments sur la croissance a
été étudiée. L’uracile et la thymine, les acides aminés non polaires ainsi que les oligoéléments
favorisent la croissance de Saccharothrix algeriensis. Le milieu synthétique donnant les meilleurs
résultats en terme de croissance et de production d’antibiotique a été testé en fermenteur « batch » de 2
L équipé d’un analyseur gaz autorisant une étude cinétique plus fine et un environnement physico-
chimique maitrisé. L analyse qualitative des fermentations a montré que sur milieu contenant plusieurs
substrats, la bactérie consomme les nutriments sequentiellement. Sa croissance apparait diauxique. La
synthése des dithiolopyrrolones semble découplée de la croissance de la souche. Cette analyse
qualitative a permis d’établir un schéma réactionnel décrivant la croissance de Saccharothrix
algeriensis en milieu semi-synthétique. L’analyse factorielle des données cinétiques a permis de
décrire raisonnablement le comportement du microorganisme en 4 réactions.

Mots clés: microorganisme filamenteux, métabolisme secondaire, modélisation steechiométrique,
schéma réactionnel, Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, thiolutine, milieu semi-synthétique.

Abstract

Nowadays, production of new bioactive molecules is an important concern around the world.
Due to development of bacterial resistance to antibiotics, investigations are performed to discover rare
bacteria, which can produce such bioactive molecules. In view of this, Saccharothrix algeriensis, a
bacterium isolated from Sahara desert, is here studied. It produces molecules with noteworthy
bioactive potentialities: the dithiolopyrrolones.

The objective of this study focuses on the macroscopic aspects of the micro-organism
behaviour in liquid medium, in order to develop a bio-production process. A first step has consisted in
the research of a chemically defined medium. So as to avoid used of yeast extract, which is a difficult
substrate to control, the effect of nucleobases, amino acids, and oligoelements on its growth has been
investigated. Uracil and thymine, non polar amino acids and oligoelements had a positive impact on
Saccharothrix algeriensis growth. The synthetic medium, which allows the best bacterial growth and
antibiotic production, has been tested in 2 L batch fermentor. It is connected to a gas analyser, which
allows an accurate kinetic study and provides a controlled physicochemical environment to the micro-
organism. Qualitative analysis of the cultures has shown that, on a medium which contains several
substrates, the bacterium sequentially consumes the nutrients. Bacterial growth seems to be diauxic.
Dithiolopyrrolone synthesis seems to be uncoupled with the growth of the stain. This quantitative
analysis has allowed to establish a reaction scheme, which describes Saccharothrix algeriensis growth
on semi-synthetic medium. Factor analysis of Kkinetic data had reasonably lead to a description of
Saccharothrix algeriensis behaviour in 4 reactions

Keywords: filamentous microorganisms, secondary metabolism, stoechiometric modelisation,
reaction scheme, Saccharothrix algeriensis, dithiolopyrrolones, thiolutine, semi-synthetic medium.
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