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RESUME
Les efforts de recherche sur la production de biopesticides a base de Bacillus thuringiensis ont
porté sur le développement de milieux de culture & base de matiéres tertiaires abondantes et
disponibles permettant de réduire les cofits de production, principalement ceux liés au choix du
milieu de culture. L’une des avancées les plus intéressantes est le développement d’un procédé
de production de biopesticides a base de Bt utilisant les boues d’épuration comme substrat.
L’optimisation des divers parameétres de fermentation (température, contrdle de pH, agitation,
aération et K;a), ainsi que ’optimisation du milieu de culture (pourcentage et 4ge de I’inoculum,
la concentration de matiéres en suspension, le ratio C/N et les divers pré-traitements des boues)
ont permis d’obtenir des progrés significatifs au domaine de D’efficacité de la méthode de
fermentation et de I’entomotoxicité du produit final. Toutefois, sans une connaissance poussée de
la mise a D’échelle, ces améliorations demeurent insuffisantes pour juger de I’efficacité
industrielle de la méthode et de la capacité concurrentielle du produit. L’objectif principal de ce
travail de recherche consiste donc a développer une technologie faisable & grande échelle pour la
production de biopesticides a base de Bt utilisant les boues d’épuration comme substrat de

fermentation.

L’ensemble des stratégies développées dans cette étude montre clairement qu’il est possible
d’améliorer les performances du procédé. A I’échelle pilote, une amélioration de 30 % du
potentiel entomotoxique fut constatée. La plus haute activité protéolytique fut obtenue a I’échelle
pilote (4,1Ul/mL) en raison d’un meilleur transfert d’oxygene. Ces améliorations permettraient
de concurrencer sérieusement les procédés de production classique, tant du point de vue de la
rentabilité que de celui de la fiabilité. 1) Une simple stratégie d’alimentation se basant sur la
mesure de 1’oxygéne dissout a été développée dans ce travail. Il a été établi qu’en passant du
mode de culture « batch » au mode « fed batch », la concentration maximale de spores était
augmentée de 5,6x10® a 8,6x10% ufc/mL, alors que le potentiel entomotoxique passait de 13x10°
a 18x10° SBU/L. L’accroissement de I’entomototoxicité en mode « fed batch » pourrait étre di a
la production d’un plus grand nombre de spores et & la production de cristaux de plus grandes
dimensions qui contiendraient d’avantage d’endotoxines que ceux qui sont produits en mode
«batch». 2) Le type d’agents neutralisants semble aussi avoir un effet sur le potentiel

entomotoxique. L hydroxyde d’ammonium et 1’acide acétique ont été utilisés comme agents

X1




neutralisants durant la fermentation en remplacement du couple hydroxide de sodium et acide
sulfurique, ce changementn permettant d’accroitre le potentiel entomotoxique de 22 % dans le
cas des boues en provenance de la station d’épuration de la CUQS, de 21 % dans des boues de la
station de JQS et de 14 % dans le milieu soja. Cette amélioration des performances du procédé
résulterait de I’augmentation de sources de carbone et d’azote facilement assimilables provenant
de I’addition des agents neutralisants, ce qui stimule la production d’endotoxines dans les
cristaux et favorisant une meilleure maturation des spores. 3) Le pré-traitement thermo-alcalin
des boues aussi permis d’améliorer les performances du procédé de production de Bt dans les
boues d’épuration. L’hydrolyse de la matiére organique complexe en molécules de plus petites
tailles et en nutriments plus facilement assimilables par le Bt a permis d’augmenter le potentiel
entomotoxique 3 la fin de la fermentation de 12,3x10° SBU/L dans les boues non-traitées a
16,6x10° SBU/L dans les boues pré-traitées. Cette amélioration du potentiel entomotoxique
pourrait étre attribuée a un meilleur transfert d’oxygéne en raison d’une diminution de la

viscosité et & une amélioration de la disponibilité des nutriments.

Nous avons montré qu’en dépit d’un grand nombre de spores obtenus lors de la fermentation du
Bt dans le milieu traditionnel semi-synthétique a base de farine de soja, le potentiel
entomotoxique dans ce dernier reste de loin inférieur a celui obtenu dans des milieux de culture a
base de boues d’épuration municipales. Dans ces derniéres, la synthése du complexe spore-cristal
semble étre de meilleure qualité suite a une plus grande variété de nutriments présents dans les
boues. De plus, il est vraisemblable que ce potentiel entomotoxique accru soit imputable a
plusieurs autres facteurs biochimiques libérés lors de la lyse cellulaire et agissant sur la structure

et ainsi sur la virulence des sites actifs des cristaux entomotoxiques.

Finalement, nous avons mis en évidence que I’activité protéolytique augmente au cours des
premieres phases du processus de fermentation avec la concentration de matiéres en suspension
dans les boues et décline aprés avoir atteint un maximum 36 heures environ apres le début de la
fermentation. Indépendamment de la concentration de mati¢res en suspension, et jusqu’au pic, i)
Pactivité protéolytique croit de fagon exponentielle avec le compte de cellules total, et ii) le
potentiel entomotoxique augmente de fagon linéaire avec ’activité protéolytique. Ces travaux

ont aussi permis d’établir une relation de type exponentielle entre le potentiel entomotoxique et

la concentration de spores.
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ABSTRACT

Bt is commercially used to control insects-pests in forestry and agriculture; however, the
utilisation of Bt has been restricted due to its high cost of production through fermentation. Safe
and effective insects-pests control comes actually with a hefty price tag. An important aspect of
cutting costs may be the substitution of high cost medium ingredients based on soy flour and
fishmeal by complex, indigenous agro-industrial waste and wastewater sludge. The production of
Bacillus thuringiensis var. kurstaki based biopesticides using wastewater sludge as raw material
was successfully achieved in our laboratory. The optimization of different fermentation
parameters, namely, temperature, pH, agitation and aeration, volume and age of inoculum,
sludge suspended solids concentration, C/N ratio and various pre-treatment methods of sludge,
all those factors undeniably allowed for achieving higher entomotoxicity potency in the final
product. However, this improvement remains insufficient for eventual commercialization. The
primary aim of our investigation was to develop a suitable technology at large scale for the

production of Bt based biopesticides using wastewater sludge as a raw material.

The Bt fermentation process using sludge as raw material was successfully scaled-up and
resulted in high productivity for toxin protein yield and high protease activity. An improvement
of 30 % of the entomotoxicity potential was obtained at pilot scale. Protease activity increased by
2 to 4 times at bench and pilot-scale, respectively, compared to the maximal activity obtained in
shake flasks. The maximum protease activity was obtained in pilot scale (4.1 [U/mL) due to

better oxygen transfer.

By adopting various operational process strategies, entomotoxicity potency has been
substantially enhanced. This improvement would compete seriously with the conventional
process. 1) A simple fed batch strategy based on DO measurement during the fermentation cycle
was developed in this work. It was established that while shifting the process strategy from batch
to fed batch, the maximal spore concentration was increased from 5.6x10°® to 8.6x10°%cfu/mL and
resulted in an increase of entomocidal activity from 13x10° to 18x10° SBU/L. It was assumed

here that a large number of cells produced a correspondingly large number of spores, and
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consequently, a large amount of insecticidal crystal proteins 2) Ammonium hydroxide and acetic
acid were used as pH control agents during Bacillus thuringiensis fermentation in a pilot scale
fermentor (150L) employing two secondary wastewater sludges from two different wastewater
treatment plants (CUQS and JQS) and semi-synthetic soybean meal as raw materials.
Entomotoxicity potency was improved by 22 %, 21 % and 14 % in CUQS, JQS and soybean
media, respectively compared to results obtained with NaOH/H,SO4 as pH control agents. This
improvement in Bt process performance was a consequence of the addition of rapidly utilizable
carbon and nitrogen source through pH control, which stimulated endotoxin production in the
crystal and helped the spores to mature properly. 3) Specific complex media such as sludge
needs pre-treatment in order to transform less degradable compounds into more easily
degradable ones. Thermo-alkaline treatment was found to be an effective process to enhance Bt
process efficiency. The final entomotoxicity potency increased from 12.3x10° SBU/L with the
raw sludge to 16.6x10° SBU/L with thermo-alkaline pre-treated sludge. This enhancement in
process performance could be attributed to a better oxygen transfer due to decrease in media
viscosity and improvement of nutrient availability due to sludge solubilization and

biodegradability after harsh thermo-alkaline treatment.

Higher entomotoxicity was recorded at low spore concentration using wastewater sludge as a
raw material whereas low entomotoxicity was reported at high spore concentration in synthetic
medium. This enhancement in entomocidal activity could be attributed to better spore maturation
in wastewater sludge and more toxic crystals than those produced in the synthetic medium. In
fact, spore maturation and crystal synthesis needed a higher amino acids content and it seems

that wastewater sludge provides a higher nutrient content compared to synthetic media.

Finally, we showed that, maximal protease activity increased with sludge suspended solids
concentration. However, it decreased after attaining a peak at about 36h. Irrespective of sludge
suspended solids concentration, protease activity (until it peaked) showed an exponential
relationship with total cell count and a linear relationship with entomoxicity potency. An

exponential correlation was also established between spore concentration and entomotoxicity.
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Chapitre 1, Synthése

1.1 Introduction

1.1.1 Les boues d’épuration : un casse téte mondial

Compte tenu du développement croissant et de I’optimisation du fonctionnement du parc des
stations d’épuration, la production de boues résiduaires ne cesse de croitre et leur gestion
représente des cofits de plus en plus importants, Au Québec, environ 200 000 tonnes de boues
séches sont générées, chaque année, par les stations d’épuration. Le colit du traitement et de
disposition de ces résidus est de 300-400$/tbs (tonne de boues séches), soit environ 50 % du cofit

total du traitement des eaux usées (Kroiss, 2004).

La disposition des boues d’épuration des eaux usées de maniére économique et acceptable sur le
plan environnemental est un probléme majeur auquel fait face aujourd’hui la société. Certaines
stations les incinérent, mais la majorité de ces résidus sont dirigées vers des lieux
d’enfouissement sanitaire. Cette élimination par enfouissement ou par incinération va a
I’encontre des politiques de conservation des ressources et de valorisation de la biomasse. De
plus, au fil des ans, l'accés aux lieux d'enfouissement sanitaire parait de plus en plus socialement
difficile et cofiteuse. La valorisation sylvicole et agricole des boues s'avére ainsi une filiére de
disposition qui cadre mieux avec les principes du développement durable. En effet, cette
alternative est généralement préférée a I’incinération et ce d’autant qu’il parait plus rationnel de
valoriser un produit riche en matiére organique et en sels nutritifs, plutdt que de le détruire. Ce
mode de valorisation semble donc a la fois intéressant sur le plan économique et pertinent d’un
point de vue environnemental. Toutefois, la concentration élevée en métaux toxiques dans les
boues et la présence de microorganismes pathogénes constituent deux inconvénients majeurs a
cette pratique. L’épandage sur les sols cultivés est de moins en moins bien accepté par le monde
agricole qui redoute que les productions provenant des champs ayant re¢u des boues ne
bénéficient guére d’une bonne image auprés des consommateurs. A ceci, s’ajoutent des
exigences gouvernementales de plus en plus strictes concernant la qualité des boues et la sécurité
des méthodes de disposition, ce qui rend la gestion des boues d’épuration de plus en plus

difficile.




Conception d'une stratégie de production opérationnelle de biopesticide & base de Bacillus thuringiensis

Aussi, devant I’augmentation dramatique des quantités de boues, et dans un contexte de plus
grande vigilance environnementale, une gestion durable des boues d’épuration s’impose, et dans
ce cadre, il devient impératif d’identifier les solutions les moins colteuses et les plus écologiques
afin d’assurer un recyclage de ces boues (Rulkens, 2004; Odegaard, 2004). Une diversification
des filieres doit donc étre envisagée. Les procédés de bioconversion des biosolides en divers
produits a4 haute valeur ajoutée tel, par exemple, des protéines entomotoxiques, s’avérent une

solution innovante, performante, rentable et respectueuse de ’environnement.
1.1.2  Cofit prohibitif des biopesticides

La lutte biologique par utilisation de micro-organismes entomopathogénes est une solution
prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire performante de par I’ubiquité naturelle
des agents microbiologiques dans les écosystémes, leur grande variété, leur dissémination facile,
leur trés grande sélectivité et aussi leur persistance dans I’environnement. Elle représente une
alternative viable a I'utilisation des pesticides chimiques conventionnels, dont les répercussions
sont nombreuses et indésirables. En effet, le développement de résistances chez les insectes
cibles aux insecticides chimiques conventionnels et la volonté de préserver I’environnement, ont
favorisé I’essor rapide des biopesticides. L’emploi de tels produits, tout en permettant une
diminution des pesticides toxiques, favorise le retour a un cycle écologique normal et plus

équilibré.

A Pheure actuelle, plus de 90 % des biopesticides produits a I’échelle mondiale et utilisés dans la
lutte contre les insectes nuisibles (Iépidoptéres, diptéres et coléoptéres) sont dérivés du Bacillus
thuringiensis (Bt) (Glare et O’Callaghan, 2000). Ils constituent un traitement privilégié pour
lutter en particulier contre la chenille tordeuse des bourgeons de I'épinette mais également contre

un large éventail d'insectes ravageurs des foréts et des cultures (Valéro et al., 1999).

Les ventes annuelles de formulation de Bt sont estimées a 100 millions de dollars, un marché
controlé par une poignée de fournisseurs (Bishop, 2002). Ces ventes représentent moins de 1 %
du marché mondial potentiel évalué a 5 milliards de dollars (Whalon and Winger, 2003),

pourcentage pouvant atteindre 10 a 15 % dans un proche avenir (Bishop, 2002).
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En conclusion, le Bt offre des perspectives commerciales intéressantes. Cependant, son cofit de
fabrication demeure relativement colteux si on la compare avec les pesticides chimiques :
l'approvisionnement en farine de soja, farine de poisson et tourteau de coton, qui constituent les
milieux dans lequel les bactéries du Bt sont cultivées devient de plus en plus onéreux (Bernhard
et Utz, 1993). Stanbury ef al. (1995) et Lisansky ef al. (1993) estiment que 35 a 59 % des colts
de production sont liés au substrat de fermentation. Par conséquent, la sélection du milieu de

culture est critique pour la production commerciale de Bt.

1.1.3 Production de biopesticide 2 base de Bt dans des milieux de culture non

conventionnels

Afin d’encourager la production commerciale de biopesticides & base de Bacillus thuringiensis,
plusieurs milieux de culture non conventionnels a base de rejets d’industries agro-alimentaires et
de boues municipales ont été testés dans différents pays. Dans chaque cas, le choix du milieu de
culture était justifié par la faisabilit¢ économique du projet (variable suivant les pays et
notamment dans les pays en voie de développement) et par sa capacité a produire des

endotoxines.

Contrairement aux milieux synthétiques traditionnels, ces matiéres tertiaires sont abondantes,
abordables et peu dispendieuses. Ce mode de valorisation présente un double avantage puisqu’il
permet de résoudre dans certains cas les problémes liés au traitement et 4 la gestion de ces
matiéres résiduaires, tout en permettant la production de produit a haute valeur ajoutée. Ainsi,
des rejets agroalimentaires comme les farines de soja, de mais, de riz, de poisson, la liqueur de
trempage de mais, les mélasses, les résidus des industries papetiéres, les arachides, la levure
fourragere, le petit lait, les déchets d’abattoirs de volailles et les pelures de pomme de terre, ont
€t¢ abondamment cités dans la littérature (Zouari et al, 2002a-b; Abdel-Hameed, 2001;
Khuzamshukurov et al., 2001; Adams ef al., 1999; Vega, 1999; Vora et Sethna, 1999; Alves et
al., 1997; Salama et Morris, 1993; Lee et Seleena, 1991; Ejiofor, 1991; Mummigatti et
Raghunathan, 1990; Ejiofor et Okafor, 1989; Salama et al., 1983).
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L’une des avancées les plus passionnantes est I’utilisation des biosolides comme substrat de
culture de Bt (Tirado-Montiel, 1997). Ils peuvent offrir un milieu de culture adapté a la
production de biopesticide a base de Bacillus thuringiensis. 1l s'agit donc 1a d'une contribution
importante au développement durable, non seulement parce que les colits de production sont
réduits, mais aussi parce qu'il s’agit de transformer des déchets en éléments productifs. Enfin, le
produit qui en résulte est socialement utile et sans danger pour l'environnement. Les biosolides
sont déja utilisés comme engrais pour I’agriculture et la sylviculture. Son application comme
milieu de culture pour la production de biopesticide semble étre compatible avec les exigences

environnementales (Barnabé et al., 2003).

Le colit des biosolides utilisés comme substrat de fermentation pour la production de
biopesticide a base de Bt est limité par les frais de transport. En se basant sur les résultats de
laboratoire incluant les frais de ce dernier, le prix des infrastructures et équipements et le cofit de
maintenance et d’opération. Sachdeva et al. (2000), estiment un coiit de production de Bt dans
les boues de 0,7$/L contre 1,0$/L pour le milieu synthétique & base de soja, et ce pour une
activité entomotoxique de 35B (10x10° UI/L). L’activité biologique de la suspension obtenue
dans les boues est 4 fois plus importante que celle obtenue directement en milieu standard : dans
les boues, la suspension titre 17,9x10° UI/L (UI : Unité Internationnale) ou 68 BIU/US Gallon
contre seulement 4,2x10° IU/L ou 15,8 BIU/US Gallon dans le substrat synthétique (Sachdeva et
al., 2000).

Les préparations de Bt obtenues en utilisant des boues comme substrat présentent plusieurs
avantages, entre autres une faible concentration en solides, une basse viscosité, une faible
sédimentation, une haute suspensibilité et surtout des particules de faibles dimension. Une petite
taille de particules est souhaitable pour les préparations commerciales de Bt afin d’obtenir un
meilleur épandage aérien du produit. La granulométrie des particules calculée dans les boues
secondaires ne dépasse pas 1 um (Sachdeva et al., 2000). Pour les formulations commerciales, la
taille des suspensions se situe entre 3 pm et 25 pum avec 99 % de particules devant étre

inférieures a 5 pm (Bernhard et Utz, 1993).
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1.2 Métabolisme de Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis couramment désigné sous 1’acronyme Bt est une bactérie omniprésente.
Elle fut isolée pour la premiere fois en 1901, dans une magnanerie (lieu d’élevage de ver a soi)
au Japon, par Ishiwata (Dulmage et Aizawa, 1982). En 1911, le biologiste allemand Berliner
identifiait sur des chrysalides infectées de la teigne de la farine un Bacillus qui fut baptisé du
nom de la province de Thuringe ou il avait été isolé. Mais c’est en France, en 1938, que les
premiéres formulations commerciales furent réalisées. Alors connues sous le nom de sporéine,
elles étaient utilisées comme insecticide agricole (Burges, 2001). Cependant le produit n’étant
pas encore au point, il a été peu utilisé commercialement. Puis, dans les années 1950, il fut
prouvé que Bacillus thuringiensis tuait les larves de 1épidopteres grice a une inclusion protéique

aux propriétés insecticides appelée cristal.

Il fallut attendre le début des années 1970 pour que la recherche améliore la formulation du
produit existant et améne la découverte de nouvelles souches. Le Bt a alors suscité un intérét
croissant (Otvos et Vanderveen, 1993). Aujourd'hui, plus de 50 000 souches de Bt ont été

isolées.
1.2.1 Croissance, sporulation et production des 5-endotoxines

Bacillus thuringiensis est une bactérie naturellement présente dans le sol, entomopathogéne,
anaérobie facultative, en forme de batonnet, Gram-positive, flagellée, caractérisée par la

production durant la sporulation d’un corps parasporal, le cristal.

Le cycle de croissance du Bacillus thuringiensis est caractéris€ par une alternance de trois
phases : aprés inoculation, une phase d’adaptation qui s’ensuit d’une phase de croissance rapide.
Le Bt se multiplie de fagcon végétative pendant laquelle des cellules se divisent de fagon
exponentielle, par scissiparité, jusqu'a ce que le milieu soit appauvri pour l'un des nutriments
essentiels. Il entre alors en phase stationnaire et s'engage dans un processus qui aboutit & la
sporulation (Luthy et al., 1982). Durant la phase de croissance végétative, les cellules de Bt
utilisent le carbone comme source de carbone et d’énergie pour la synthése des protéines et

autres métabolites. Lors du passage de la phase végétative a la sporulation, des changements
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significatifs sont observés au niveau du métabolisme, de la physiologie et de la cinétique

cellulaire (Rivera et al., 1999).

La sporulation est une manifestation physiologique correspondant a une crise de la bactérie
réagissant a des conditions ambiantes difficiles. Elle s’accompagne de modifications profondes
du métablolisme pouvant aller jusqu’a I’apparition d’une virulence et & la synthése de toxines
faisant suite & la dégradation du glucose en sucre réducteur assimilé par la voie d’Embden-
Meyerhof-Parnas (Aronson, 2002; Luthy et al., 1982; Bulla ef al., 1980). Mignone et Avignone-
Rossa (1996) ont montré que la production et la consommation de ’acide acétique libéré lors de
la croissance de Bt sont trés importantes pour la sporulation. Du point de vue biochimique, la
sporulation peut étre initiée par un épuisement de nutriments clés tels que le glucose, I’azote et
les phosphates (Liu et Tzeng, 2000; Yang et Wang 2000; Sasaki et al., 1998; Liu ef al., 1995).
On note une réduction du taux de croissance cellulaire pendant la formation de la spore, du fait

de la diminution de I’énergie nécessaire pour exécuter la fission binaire (Rivera et al., 1999).

Bacillus thuringiensis est actif contre les insectes grice a une inclusion cristalline de forme
bipyramidale, composée de protéines insecticides codées par des génes Cry, : les 8-endotoxines
(DE Maagd et al., 2001; Granados et al., 2001; Schnepf et al., 1998). Ces protéines sont
synthétisées pendant la phase stationnaire, en méme temps que la sporulation. Elles s'accumulent
dans la cellule mére pour former un cristal, également appelé corps parasporal qui, en fin de
sporulation, peut représenter environ 20 4 30 % du poids sec de la bactérie. Ce cristal est
généralement composé de 95 % de protéines et 5 % de carbohydrates (Ellar 1997; Agaisse et
Lereclus, 1995). La production des 8-endotoxines est promue a de hautes concentrations
d’acétate ou de poly-3-hydroxybutyrate (PHB) dans le milieu au début de la formation du cristal
(Liu et Tzeng, 2000).

La production de spores et de cristaux protéiques est un phénoméne complexe, impliquant la
transformation d’acides aminés déja synthétisés durant la croissance végétative (Liu et Tzeng,
2000; Starzak et Bajpai, 1991). Bien que la formation de ’inclusion cristalline et celle des spores
soient considérées comme deux phénoménes indépendants, il a été rapporté qu’un blocage au
niveau de I’expression des plasmides suite a des conditions défavorables au début de la

sporulation pouvait empécher la formation du cristal (Rivera et al., 1999).
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Bt est une bactérie hétéroorganotrophe (chemoheterotroph). Pendant la phase exponentielle, la
dégradation de glucose en sucre réducteur est assimilée par la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas
(Luthy et al., 1982; Bulla et al., 1980). Suite a cette dégradation, une grande quantité d’acide
organique est libérée dans le milieu durant la phase de croissance, induisant une chute de pH
(Chen et al., 1997; Avignone-Rosa et Mignone, 1992; Rowe et Margaratis, 1987). L’acide
acétique produit et consommé par la cellule représente un métabolite clé. Il est le précurseur de
la production du PHB. Les acétates sont partiellement converties en PHB intracellulaires. Ces
granules de biopolymere stimulées par un excés de sucre dans le milieu de culture sont
accumulées comme réserve intracellulaire de carbone lors de la phase exponentielle de
croissance (Popovic et al., 2001; Benoit et al., 1990). La Figure 1, illustre le mécanisme de

dégradation du glucose et la synthése de PHB.

Par la suite, les acétates et les PHB sont assimilés par le cycle des acides tricarboxyliques (TCA),
source importante d’énergie pour la croissance et la sporulation (Feng et al., 2001; Liu ef al.,
1994). Ce processus est étroitement associé a 1’induction de la sporulation (Bulla et al., 1980;

Benoit ef al., 1990).
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Figure 1: La dégradation du glucose par la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas et
synthése de PHB (Liu, 1994)
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1.2.2 Mode d’action et cible cellulaire du mélange endotoxines-spores

Contrairement aux insecticides chimiques qui sont actifs par contact, les toxines de Bt doivent
étre ingérées par la larve pour produire ses effets dans I’intestin de I’insecte. C’est le mélange
spore-cristal qui agit comme toxines intestinales. Valéro (1990) a montré que le mélange

spores-cristaux est 4 a 5 fois plus pathogéne que des solutions ne contenant que ’un ou I’autre.

La Figure 2 présente un schéma simplifi¢ du mode d’action des toxines tel qu’il est
habituellement formulé. Une fois que les protéines cristallines ont été ingérées par les larves,
elles sont solubilisées dans le tractus digestif et sont transformées en toxines actives par des
enzymes spécifiques : les protéases intestinales. Mentionnons que cette solubilisation du cristal
n’a lieu que dans un milieu basique a un pH compris entre 9 et 11, pH qui se retrouve dans
'estomac de la tordeuse alors que l'estomac de nombreux étres vivants est acide (Prieto-
Samsonov et al., 1997). De plus, ce pH stomacal basique, contribue a créer des conditions
favorables a la germination des spores de Bt (Salamitou et al., 1996). Cette toxine active se fixe
ensuite 4 un récepteur spécifique présent a la surface membranaire des cellules de 1’épithélium
intestinal. Aprés insertion dans la membrane, elle génere la formation d’un pore et provoque un
déséquilibre osmotique et la lyse cellulaire (Kwa ef al., 1998 ; Prieto-Samsonov et al., 1997; Van

Rie ef al., 1992).

La perméabilisation et la destruction des cellules épithéliales conduit a une paralysie du systéme
digestif des larves qui cessent rapidement de s'alimenter et meurent en un ou deux jours (Burges,
2001; Oppert, 1999; Marrone et Macintosh, 1993). La germination des spores et la prolifération
de cellules bactériennes végétatives dans I’hémocele peut entrainer une septicémie qui conduit
également a la mort (Rajamohan et al., 1996 ; Strizhov et al., 1996). En outre, si le Bt n’est pas
transmissible a la progéniture, il provoque des perturbations métaboliques importantes chez
I’insecte qui ont pour effet de réduire la viabilité de la descendance par effet de rémanence
(Smirnoff, 1991).

i1
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L'utilisation de Bt pour la lutte biologique présente toutefois deux limites majeures. D'une part,
la persistance de son activité dans la nature est généralement plus faible que celle des
insecticides chimiques. La résistance des spores et des cristaux dépend de la formulation utilisée
ainsi que de divers facteurs écologiques, tant physiques que biotiques. Cependant, les spores ont
tendance a disparaitre plus rapidement que les cristaux (Van Frankenhuyzen 1993 ; Luthy ef al.,
1982). Ces derniers sont inactivés par les rayonnements ultraviolets alors que la pluie provoque

un lessivage des produits bactériens (Cohen ef al., 1991).

Bacillus thuringiensis

1-Ingestion et solubilisation
2-Protéolyse
3-Fixation des toxines

4- Perforation épithéliale

Figure 2 : Mode d’action des toxines (De Maagd ef al., 2001)
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1.3 Les facteurs affectant la croissance, la sporulation et la synthése des cristaux

La composition du milieu de culture, les paramétres et conditions de fermentation semblent
affecter la croissance, la sporulation et la synthése des endotoxines. Les revues de littérature de
Sachdeva et al. (1999), Bernhard et Utz (1993) et Foda et al. (1985) constituent d’excellentes

références exposant I’ensemble de ces facteurs.
1.3.1 La composition du milieu de culture

Le pouvoir insecticide du Bt dépend de I’activité intrinséque de la bactérie (diversité des toxines)
ainsi que de la composition du substrat de fermentation (Khuzamshukurov ef al., 2001). Perani et
Bishop (2000), Alves ef al. (1997), Faloci et al. (1993) et Yudina ef al. (1993) ont observé que la
composition du milieu de culture affecte la concentration des d-endotoxines, la taille et la forme
du cristal et par conséquent le potentiel entomotoxique. L’optimisation du milieu de culture est
associée a un large nombre de paramétres physiologiques et nutritionnels, entre autres, le rapport
C/N, la concentration en azote et carbone, sans négliger les minéraux. Plusieurs chercheurs ont
montré que le processus de formation des spores et de synthése des cristaux dépend de la balance

azote/carbone.

A travers la relation étroite entre la formation du cristal et la sporulation, la régulation par les
sources de carbone peut étre considérée comme un contréle direct de la formation de I’inclusion
parasporale, ou encore un effet indirect résultant de la stimulation ou de la suppression de la
sporulation (Iggen ef al., 2002b; Zouari et al., 1998; Liu et Bajpai, 1994; Rowe et Margaritis,
1987). Généralement, ’absence de source de carbone inhibe la sporulation (Nickerson et Bulla,
1974). Un changement de la source de carbone provoque des variations au niveau de la

croissance de Bt et de la taille du cristal (Farrera et al., 1998 ; Yudina et al., 1993).

L’azote semble étre le facteur le plus déterminant lors de la multiplication cellulaire et de la
sporulation puisqu’il intervient dans la synthese des protéines cellulaires, des enveloppes des
spores et dans la synthése des acides nucléiques. Les sources d’azote exercent un contrdle direct
sur la formation du cristal par stimulation de la production des endotoxines (Iggen ef al., 2002b ;

Zouari et al., 1998; Pearson et Ward, 1988).
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Yang et Wang (2000) ont conclu que les sources d’azote organique et inorganique dans le milieu
de culture sont épuisées lors du commencement de la synthése des protéines toxiques et c’est cet

épuisement total d’azote qui déclenche la sporulation et la synthése des cristaux.

Les sources d’azote organique, telles que les peptones et le soja, sont généralement requises pour
une croissance rapide. Le peptone est la meilleure source d’azote organique assurant une densité
cellulaire élevée, une bonne sporulation et une production optimale de toxines (I¢gen et al.,
2002b). Zouari et al. (2002a-b), Zouari et Jaoua (1999a), Arcas et al. (1987) et Bulla ef al.
(1980) ont observé que I'utilisation de source d’azote inorganique telle que le sulfate
d’ammonium n’est pas suffisante pour la croissance du Bt. Elle provoque en particulier une

altération saisissante des protéines toxiques du cristal (Iggen et al., 2002b).

Méme en présence d’un substrat complexe, des concentrations seuils en oligo-éléments et
minéraux sont requises pour une meilleure croissance, sporulation et synthése de cristaux
(Bernhard et Utz, 1993). Le Tableau 1 résume I’ensemble de ces minéraux et leurs effets

respectifs sur la croissance, la sporulation et la synthése des cristaux par Bacillus thuringiensis.
1.3.2 Température et pH de fermentation

La température de culture de Bt varie en fonction du milieu de culture, des modifications
génétiques et des phases de croissance. Les cellules de Bt croissent mieux pour une plage de

température comprise entre 28 et 32°C (Dulmage ef al., 1990).

D’autres travaux rapportent que la température typique pour la culture de Bt est de 28°C pour
une souche de Bt modifiée génétiquement (Yang et Wang, 2000). Cette stratégie permet de
réduire le temps de fermentation et la demande en oxygeéne de la culture, et donc les colits de
fermentation liés a 1’énergie fournie lors de I’agitation et de I’aération (Yang et Wang, 2000). 11

n’est pas souhaitable de descendre au-dessous de 28°C.

La sporulation des bactéries est réduite & un pH supérieur a 7,6 et diminue considérablement sous
pH=6. Elle est inhibée sous 5,5 (Salama et al., 1983; Morries et al., 1996). Braun (2000) a

observé plus de spores & pH neutre qu’a pH 6 ou 8.
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Tableau 1. Effet des minéraux sur la croissance, la sporulation et la synthése du cristal

Minéraux

Effets sur la croissance, la sporulation et la synthése des
cristaux

Références

Manganeése

Magnésium

Calcium

Sodium

Potassium

Phosphate

Cuivre

N
=
(]

Il apparait comme 1’élément le plus critique, vu qu’une grande
augmentation est détectée dans le rendement des toxines Cry4Ba et
Cryl1Aa. Toutefois, cet élément doit exister en quantité suffisante pour
ne pas empécher la production des toxines. L.’absence de Mn dans le
milieu réduit le taux de sporulation et la synthése du cristal.

L’omission de magnésium dans un milieu de culture Yousten, réduit la
croissance et la sporulation, mais I’effet le plus prononcé est observé au
niveau de la synthese de ’inclusion cristalline parasporale. Le Mg agit
également comme un régulateur enzymatique, par I’activation de
quelques enzymes impliquées dans la formation des spores.

Le calcium joue un rdle important dans la formation de spores puisqu’il
contribue a la thermorésistance de ces demiéres. Il a ét¢ démontré que
Pion Ca est stimulateur de la sporulation, nonobstant qu’il n’a pas
d’effet significatif sur la croissance et la synthése du cristal.

Le sodium intervient dans les échanges membranaires. Il a été
démontré qu’une concentration de 0.5 g/l de chlorure de sodium
améliore significativement la production des d-endotoxines lors de la
culture de Bt dans un milieu composé de gruau et de farine de poisson.

Le potassium est nécessaire a I’activité de plusieurs enzymes, y
compris celles qui interviennent dans la synthése protéique. Il a été
démontré que le potassium stimule la production des d-endotoxines. Il
pourrait aussi augmenter la thermorésistance des cellules.

Le phosphate agit comme régulateur dans la synthése de métabolites
primaires et secondaires. Il stimule la production des cristaux.

Le Cu®" améliore la croissance de Bt, toutefois des concentrations
élevées sont susceptibles d’inhiber la croissance bactérienne.

Des concentrations élevées de Zn réduisent significativement la
sporulation; de plus, la synthése du cristal est légérement plus
importante en absence de cet élément.

Ozkan et al., 2003
Iggenet al, 2002a
Braun, 2000

I¢cgen et al, 2002a
Yasemin et al., 2002

Yasemin et al., 2002

Zouari et al., 2002a

Wakisaka et al., 1982

Foda et al., 1985
Abrosimova et al., 1986

Gupta et al., 2002

Abrosimova et al., 19586

Jun et al,, 2003

I¢gen et al, 2002a
Yasemin et al., 2002
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1.3.3 Transfert d’oxygéne

Le transfert d’oxygéne jusqu’au sein du milieu de culture constitue un probléme critique. Il a été
démontré que lors du transfert d’oxygéne depuis la bulle d’air jusqu’aux systémes enzymatiques
internes de la cellule microbienne (Figure 3), ¢’est le passage de I’oxygéne au sein du liquide qui
offre la plus grande résistance. En considérant ce transfert au travers de I’interface air/liquide, on

peut appliquer la loi de Fick :

dN__p,dc
57 D.a. e

dN : Nombre de molécules transférées pendant I’intervalle de temps dt (sec)

D : Coefficient de diffusion (cm*/s)

a : Aire interfaciale (cm?)

dc : Variation de la concentration du soluté (moles/cm®) au cours de son trajet dx (cm) au travers

de la membrane cellulaire.

La vitesse de dissolution de 1’oxygéne dans un milieu aqueux est régie par la loi des gradients de

concentration. Elle se traduit au niveau mathématique par 1’équation :

AL gra(c-C1)

ou :

Ky : Coefficient de facilité correspondant & Dinterface de la valeur des trois résistances au
transfert de mati¢re qu’une molécule d’oxygéne doit traverser avant sa dissolution (couche limite
coté gaz, interface gaz liquide et couche limite c6té liquide). Ki= D/x (épaisseur de la
membrane)

a : Aire de la surface d’échange

C” : Concentration saturante en oxygene dans le milieu de culture (mmol/L).

Cv: Concentration initiale en oxygéne dissout dans le milieu de culture (mmol/L).
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Figure 3 : Etapes du transfert d’oxygéne de la bulle d’air vers la cellule (Doran, 1995)

Transfert de 1’O, depuis I’intérieur de la bulle vers I'interface gazliquide;
Mouvement a travers I’interface gazliquide;

Diffusion 4 travers la région stagnante ceinturant la bulle;

Transport  travers le milieu de culture;

Diffusion 4 travers la zone stagnante entourant la cellule;

Mouvement a travers I’interface liquide-cellule;

Transport a travers le cytoplasme vers les sites de réaction.

N R W

La formation des spores et la synthése de cristaux sont étroitement dépendantes de la
disponibilité d’O, dans le milieu de culture (Zouari et al., 2002a; Abdel-Hammed, 2001;
Avignone-Rossa er al., 1992). Ce transfert d’oxygéne est fonction du coefficient volumétrique de
transfert d’oxygeéne (Kpa). Ce dernier caractérise le transfert gaz-liquide, dont 1’équation aux
dimensions est exprimée en inverse du temps. C’est aussi I’un des facteurs les plus importants
pour la mise a I’échelle du procédé. En pratique, la mesure de ce coefficient exprime la capacité
d’oxygénation du milieu contenu dans le bioréacteur. Il est couramment utilis¢ pour mesurer le
taux de transfert d’oxygéne (OTR) et le taux de consommation d’oxygéne (OUR). Les
parametres qui affectent le transfert d’oxygéne dans un réacteur type cuve agitée et les

performances du procédé de fermentation de Bt sont illustrés dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Paramétres affectant le transfert d’oxygéne dans un réacteur de type cuve agitée

Paramétres Effet sur le transfert d’oxygéne Références
La viscosité est la principale différence significative entre
les milieux de fermentation commercialisés. Il a été Ozergin-Ulgen et
. . observé que le K;a variait au cours de la fermentation et Mavituna, 1998
Viscosité

Température

Sels

Taille des
particlues

Agitation &
aération

Vélocité
superficielle

Anti-mousse

qu’il dépendait de la viscosité apparente du milieu.
L’augmentation de la viscosité fait diminuer les valeurs du
KLa‘

Une diminution de la solubilité des gaz est observée lors
d’une augmentation de température. Néanmoins, le K;a
s’accroit suite 4 une augmentation de diffusion de
I’oxygeéne dans le liquide. Le taux de transfert d’oxygéne
augmente de 15 % lorsque la température passe de 20°C a
30°C.

Pour de fortes concentrations en sels, K;a et la solubilité
de I’oxygene diminuent et contribuent a la baisse du taux
de transfert d’oxygéne.

Kra augmente avec la taille des particules en suspension.
Une des raisons plausibles de cette augmentation peut étre
la turbulence du film liquide des grosses particules, qui
sont peut étre plus violentes que les petites.

Le K a augmente avec la vitesse de rotation des turbines
et le taux d’aération, I’influence de la vitesse de rotation
sur le Kya est plus importante que celle de Paération.

Kyia augmente significativement pour un accroissement de
la vélocité superficielle du gaz. Les petites bulles d’air
permettent d’avoir une surface interstitielle (a) plus
importante que les grosses bulles d’air. Un autre avantage
des petites bulles, est que leur vitesse d’ascension a la
surface est plus lente, elles restent donc plus longtemps
dans le liquide accordant ainsi plus de temps a I’oxygéne
pour se dissoudre. Le diamétre des bulles d’air
couramment utilisé dans les fermentations industrielles
varie entre 1.5 3 10 mm

L’anti-mousse affecte le comportement et les interactions
hydrodynamiques des bulles ainsi que le taux de transfert
de masse. Une baisse de la tension de surface augmente le
diamétre moyen des bulles et fait donc baisser le K, a.

Ozbek et Gayik, 2001
Humphrey, 1998

Doran, 1995

Imaiet al., 1987

Kappeli et Fiechter, 1981

Ozbek et Gayik, 2001

Sachidanandham et al.,
1999

Abdel-hameed, 2001

Jinet al., 1999
Doran, 1995

Juarez et Orejas, 2001

Al-Masry, 1999
Parakulsuksatid, 2000
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1.3.4 Mode de culture : comparaison entre les différents modes de culture

Sous des conditions controlées de pH et d’oxygene dissout, la production de spores et des toxines
peut étre améliorée en mode batch, en mode continu et en mode expansé (Fed batch). Comme il
s’agit de production de métabolites secondaires, le mode de culture de Bt le plus répandu est le
mode batch (Arcas et al., 1987; Avignone-Rossa et Mignone, 1993). Dans ce processus, le
réacteur est rempli avec un substrat de nutriments stériles et inoculé avec les microorganismes.
Durant toute la fermentation, seules sont ajoutés, ’air, I’agent anti-mousse, 1’acide et 1’alcalin

afin de contréler le pH.

La culture continue est caractérisée par l'égalité des débits d'alimentation et de récolte de la
culture. Le chémostat permet d'effectuer des cultures dans un systéme ouvert et a I'équilibre. La
culture se maintient indéfiniment en phase exponentielle, réalisant un état stationnaire apparent.
Les travaux de recherche ont été limités au stade de la production de spores (Mignone et
Avignone-Rossa, 1996; Kang et al. 1993; Goldberg et al., 1980). En général, les cultures en
mode continu ne conviennent pas pour les bactéries sporulantes car le systéme devient instable

trés rapidement (Selinger et al., 1988).

La culture en mode Fed batch permet d’obtenir, par apport contr6lé de milieux frais, de fortes
concentrations cellulaires ainsi qu’une augmentation de la productivité et une baisse du cofit des
produits industriels (Callewaert et De Vuyst, 2000; Giridhar et Srivastava, 2001; Sasaki et al.,
1998; Korz et al., 1995 ; Longobardi, 1994). Ce mode de culture se caractérise par un temps de
travail un peu plus long, certainement accepté par les pratiques industrielles qui, actuellement,
utilisent souvent d