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Résumeé

Un bioréacteur aérobie thermophile traitant le lisier de porc a été développé a I’'INRS-
Institut-Armand Frappier en réponse au besoin croissant des producteurs de porc de
diminuer la charge polluante du lisier utilisé pour la fertilisation des terres agricoles. De
ce réacteur auto-chauffant pouvant atteindre des températures de 74°C, différents
microorganismes ont déja été isolés et caractérisés pour constituer une banque de
bactéries aérobies thermophiles. Parmi ceux-ci, on retrouve entre autres, des souches
d’Ureibacillus ~ thermosphaericus,  Bacillus  thermocloacae et Geobacillus

thermodenitrificans et Geobacillis toebii.

Dans cette banque de bactéries, des souches d’une nouvelle espéce bactérienne n’ayant
jamais été cultivée antérieurement ont été isolées en culture pure. Deux souches T3 et
60S 1b, représentantes de cette espece, ont été étudiées au cours de ce projet. Une analyse
par microscopie €lectronique de la souche T3 a montré qu’il s’agit d’un bacille de 0.3-0.5
X 3-4 um de type Gram positif pouvant former une spore en position terminale. L analyse
de leurs compositions en acides gras a montré une majorité des acides (16 :0) et (14 :0).
La séquence du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S suggere que les souches T3 et
60S1b seraient les représentants d’un nouveau genre bactérien de la famille des
Bacillaceae. Les plus proches représentants sont Bacillus thermoamylovorans avec 93%
de similarité et Bacillus circulans avec 91.5% de similarité respectivement. Initialement
cultivé sur un milieu contenant du lisier de porc partiellement traité, des essais pour
remplacer ce milieu ont donné des résultats mitigés ou des milieux trés riches contenant
entre autres du protéose peptone, des vitamines et du NH,4Cl ont permis d’obtenir une

faible croissance bactérienne.

Le potentiel des bactéries thermophiles de notre banque pour produire 19 différentes
activités enzymatiques a €té €valué en utilisant les galeries API-ZYM. Leurs capacités a
secréter des xylanases, des cellulases et des phytases ont aussi €té évaluées. Plusieurs
souches ont démontré des activités d’estérase (C4), d’estérase-lipase (C8), de

glucosidases, de protéases et de phosphatases acide et alcaline. Aucune des souches



testées n’a montré des activités de phytase, ni celles isolées d’enrichissements effectués
en présence de son de blé a partir de la flore bactérienne du bioréacteur. Utilisant une
approche moléculaire, aucun gene codant pour une phytase n’a été détecté parmi les

souches testées ou les flores microbiennes du réacteur ou apres enrichissement.

Deux enzymes ont été I’objet d’une caractérisation préliminaire, soit la xylanase et la B-
glucosidase de Geobacillus thermodenitrificans SB1. La xylanase est secrétée alors que la
B-glucosidase est intracellulaire et se retrouve dans la fraction cytoplasmique. Les deux
enzymes ont montré une température optimale d’activité de 70°C et de 90°C
respectivement avec des pH optimaux se situant dans la neutralité. Toutes deux ont
montré une trés bonne stabilité a ces températures ou aucune perte d’activité n’a été
observée apres 14 et 8 heures respectivement d’incubation en présence de leurs substrats.
Ces résultats démontrent toute la diversité microbienne retrouvee dans ce bioréacteur
aérobie thermophile et la capacité de ses microorganismes a produire des enzymes
thermostables ayant des applications potentielles intéressantes. L’industrie de
I’alimentation, humaine ou animale, des pates et papier, et des textiles et détergents
bénificient toutes de I’utilisation des enzymes soit par une augmentation de I’efficacité

des procédés ou par la diminution des rejets nocifs pour I'environnement.
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Introduction

Au Québec, I’industrie du porc est source de plusieurs milliers d’emplois et une grande
source de revenus et de bénéfices. Cependant, le succés de I’industrie porcine amene
toutefois a quelques désavantages, en particulier, la production d’énormes volumes de
lisier de porc. Ce lisier est trés malodorant et est fortement chargé en matiére organique,
en azote ammoniacal, en phosphore et en microorganismes pathogeénes. L’épandage du
lisier pour la fertilisation des terres agricoles est la méthode utilisée par I’éleveur pour se
départir du lisier. Malheureusement, plusieurs facteurs en limitent fortement I’épandage,
tels un nombre insuffisant de terres agricoles, la présence en surplus de phosphore dans la
terre, la non-acceptation par I’entourage de cette approche a cause des mauvaises odeurs
et des dangers de pollution des eaux. Des réglementations gouvernementales présentes et
a venir obligeront les éleveurs i devoir traiter leurs lisiers. Dans ce contexte, un procédé
microbiologique de traitement du lisier est en développement a I'échelle laboratoire a
I'INRS-IAF (Laboratoire de P. Juteau). Ce procédé implique un biotraitement aérobie
thermophile effectué dans un réacteur de 50 litres (Juteau et al, 2004). Ce bioréacteur
auto-chauffant peut atteindre des températures de 72-74°C. Une flore microbienne
thermophile s’y est développée et a été partiellement caractérisée (Tremblay, 2003;
Juteau et al, 2003). Ces travaux ont permis I’isolement de plusieurs microorganismes
aérobies thermophiles dont certains n’avaient jamais €té cultivés antérieurement. Les
microorganismes isolés de ce bioréacteur se sont ajoutées a d’autres microorganismes
aérobies thermophiles isolés a la fin des années ’80 dans le laboratoire de R. Beaudet
(Beaudet et al, 1990) pour constituer une banque de bactéries thermophiles. Les bactéries
constituant cette banque font partie d’especes bactériennes dont leur potentiel a produire

des enzymes thermostables pour des applications industrielles a été trés peu étudié.

Certaines souches isolées du bioréacteur constitueraient une nouvelle espéce bactérienne
jamais cultivée. Par une approche moléculaire, des bactéries similaires dénommées alors
Bacillus Ppd14 avaient été détectées dans un compost hyper-thermophile mais sans
pouvoir étre cultivées (Dees et al, 2001). Les souches T3 et 60S Ib représentantes de cette

espece sont a I’étude dans notre laboratoire. Des résultats préliminaires ont montré que la



souche T3 est un bacille donnant une réponse négative a la coloration de Gram, son
contenu en G+C est de 43.6 mol %. Elle peut croitre entre des valeurs de pH de 8.0 2 8.5,
a des températures entre 50 et 72°C ou la température optimale est 65-70°C. Les deux
souches sont gélatinase positive (galeriec APl 20E) et certaines de leurs propriétés
phénotypiques ont €t€ €valuées sur des galeries API 50CH. Elle peut croitre uniquement
sur milieu solide ou liquide contenant du lisier partiellement traité prélevé du bioréacteur
apreés 24 heures de traitement (Beaudet, non publi€). Des travaux sont donc nécessaires
afin de caractériser davantage ces bactéries, notamment pour déterminer si elles ont une
paroi de type Gram positive ou négative, rechercher un milieu de culture favorable 2 leur
croissance autre que celui utilisant le lisier de porc, connaitre la séquence du géne codant

pour I’ARNr 16S et déterminer son arbre phylogénétique.

De nombreux microorganismes thermophiles et hyperthermophiles, aérobies et
anaérobies ont été isol€s dans différents environnements terrestres souvent extrémes. Ces
microorganismes offrent de grandes possibilités de recherches fondamentales pour
connaitre leurs mécanismes de survie dans des conditions extrémes et ouvrent la porte a
leur utilisation dans de nombreuses applications industrielles notamment par les enzymes
thermostables que certains produisent. Ainsi, les thermozymes présentent habituellement
une meilleure résistance aux facteurs environnementaux tels les pH élevés ou faibles, de
hauts taux de salinité, des pressions atmosphériques élevées et des températures
thermophiles. Tous ces facteurs rendent les thermozymes intéressantes pour I’industrie ol
il est fréquent que les conditions environnementales rencontrées ne sont pas optimales
pour I"utilisation d’enzymes mésophiles. Le marché pour les enzymes en industrie connait
une croissance ininterrompue depuis plusieurs années. Parmi les classes d’enzymes
recherchées se trouvent les estérases, les lipases, les protéases et les glycosidases,

réparties dans divers secteurs de I’industrie.

L’industrie des pites et papier utilise depuis longtemps la xylanase pour améliorer le
blanchiment de la pite de papier Kraft. Les températures et pH élevés retrouvés lors de ce
procédé appellent une enzyme thermostable et alcaline. Les xylanases sont depuis peu

utilisées également dans diverses autres applications commerciales, tels dans la



préparation de la pate de pain, en alimentation animale, et bien d’autres encore. Les
cellulases, quant a elles, sont utilisées pour modifier la texture du bois lors du battage de
la pate de papier. Elles sont également retrouvées dans I’industrie des détergents, des
textiles et en alimentation ou elles font partie d’'un ensemble de protéines appelées
enzymes de macération. La P-glucosidase est également retrouvée dans ce groupe
d’enzymes utilisées en industrie. Cependant, I’utilité principale des B-glucosidases
thermostables et thermoactives se retrouve dans la synthese de glycosides qui peuvent
avoir des utilités au niveau pharmaceutique ou dans la production de molécules utilisées

dans I’industrie des pesticides.

Les phytases sont parmis les enzymes les plus demandées dans I'industrie de
I’alimentation animale. En effet, ces derniéres participent a la libération de phosphore
emprisonné sous forme d’acide phytique dans la paroi végétale. Comme une grande
quantit€ du phosphore est ainsi stocké dans les plantes utilisées dans I’alimentation
animale, le systeme digestif de I’animal doit étre en mesure de dégrader I’acide phytique
pour pouvoir absorber ce nutriment nécessaire a sa croissance. Cependant, des animaux
mono-gastriques tels le porc et le poulet ne possédent pas le géne nécessaire pour
produire la phytase et absorber le phosphore et autres minéraux nécessaire a leur
croissance. Une importante quantité de phosphore est ainsi rejetée dans les excréments de
I"animal et se retrouve dans le lisier. L’addition de phytase a la nourriture favorise la
croissance du porc et diminue la quantité de phosphore retrouvé dans le lisier. Plusieurs
phytases ont déja été commercialisées, mais il y a un manque évident de phytases
thermostables capables de résister aux hautes températures retrouvées normalement dans

le processus de granulation de la nourriture et d’agir dans les conditions retrouvées dans

les intestins de I’animal.

Les principaux objectifs de ce projet sont 1) de compléter la caractérisation des souches
T3 et 60S1b appartenant a une nouvelle espéce; 2) d’évaluer le potentiel des bactéries
constituant notre banque de bactéries thermophiles a secréter des enzymes thermostables
ayant des possibilités d’application industrielle et 3) d’effectuer une caractérisation

préliminaire des enzymes les plus intéressantes de maniere a évaluer leurs propriétés au



niveau de leur thermo-stabilité et de leurs conditions optimales d’activités, par exemple,
en fonction du pH. Comme ces bactéries ont été isolées d’un réacteur aérobie thermophile
traitant le lisier de porc, une attention particuliére sera portée a la production de phytase.
L’isolement d’une enzyme thermostable qui serait efficace dans les conditions retrouvées
dans le systeme digestif du porc serait un atout important dans la problématique

environnementale reliée a son élevage.



1. Revue bibliographique

1.1 Traitements biologiques du lisier de porc

1.1.1 Le lisier de porc
L’industrie du porc est importante pour le Canada. Au Québec seulement, depuis 1997, le

nombre de tétes produites est passé de 5700000 a 7500000 en 2003. Une telle
production représente un apport important a I’économie du Québec avec des retombées
économiques de 3.1 milliards de dollars en 2003 (Fédération des producteurs de porcs du

Queébec). L’industrie porcine est la source de plus de 28 200 emplois, directs ou indirects.

En conséquence de I’importance de la production porcine, la quantité de lisier produit est
tres grande et représente jusqu’a 11 millions de métres cubes de déjections par année. Le
lisier est une substance riche en nutriments , comme par exemple, I’azote et lc phosphore,
servant a la croissance de différents végétaux comestibles. Le lisier est par conséquent
tréquemment utilis¢ comime fertilisant pour les terres agricoles. Ceci permet de valoriser
une substance qui sans quoi serait considérée comme un déchet. Depuis I’année 2000, de
nouvelles réglementations ont €té instaurées au Québec pour contrdler la quantité de
nutriments, dont le phosphore, ajoutés aux sols par épandage de lisier. La quantité de
lisier a épandre en vue de fertiliser le sol est donc calculée selon la concentration de
phosphore retrouvée dans le lisier et celle déja présente dans les sols. Les normes sur les
concentrations de phosphore et d’azote permises varient selon la culture et le nombre

d’hectar a fertiliser (FPPQ, 2002).

La raison d’une telle réglementation est la possibilité d’engendrer une pollution des cours
d’eau environnants et des nappes phréatiques par percolation et ruissellement d’une
grande quantité de nutriments tels le phosphore, I’azote et de la matiére organique a partir
des sols agricoles surchargés (Tremblay, 2003). Le phosphore et I’azote s’adsorbent
facilement aux particules de terre. Cependant, en trop fortes concentrations, ils peuvent
étre lessivés lors des pluies ou lors de la fonte des neiges puis atteindre les cours d’eau.
La présence de ces nutriments dans les plans d’eau permet une croissance accrue des

plantes aquatiques et des cyanobactéries (Miner, 1999). De plus, des composés comme



I"ammoniac et les nitrites peuvent devenir toxiques pour la faune aquatique et pour les
humains. Bien qu’il n’y ait aucun effet du stockage du lisier dans les fosses prévues a cet
effet sur la qualité des eaux souterraines adjacentes, il a été démontré que Iutilisation du
lisier comme fertilisant lorsque les normes et les réglementations d’épandage ne sont pas
respectées, peut avoir un impact négatif sur les concentrations d’azote, la présence de
microorganismes dans les eaux souterraines et dans les puits résidentiels d’eau potable et

sur la quantité de chlore utilisée pour le traitement de I’eau potable.

La présence de microorganismes pathogenes dans le lisier est également un facteur de
risque pour la santé humaine et animale. La présence d’especes telles Escherichia,
Salmonella, Listeria monocytogenes, Campylobacter et Cryptosporidium et de différents
virus et parasites dans le lisier de porc a été rapportée par plusieurs auteurs (Hutchison et
al, 2004a et b; Pell, 1997; Tremblay, 2003). La quantité d’agents pathogénes décroit
habituellement avec le temps, ce qui signifie qu’un lisier ayant été stocké plus longtemps
devrait &tre moins contaminé par des espéces potentiellement pathogénes que du lisier
frais. Cependant, Hutchison et al. (2004) ont observé que les populations d’agents
pathogénes demeuraient stables dans le temps puisque du lisier frais était ajouté a
intervalles réguliers dans les fosses a lisier. Plusicurs facteurs affectent la concentration
en microorganismes pathogenes du lisier frais, comme par exemple, I’alimentation, la
densité d’animaux et I’dge du lisier (Hutchison et al. 20044, b). En utilisant du lisier non
traité comme fertilisant, on pergoit aisément que plusieurs problémes de contamination de
végétaux peuvent survenir, tel dans les produits destinés a la consommation (ex. laitues),
ainsi que dans les plans d’eaux récréatifs et dans les réservoirs d’eau potable municipaux.
Ce fut le cas, en particulier, en Ontario en 2000 lorsque la réserve d’eau municipale de
Walkerton fut contaminée par différents microorganismes pathogénes d’origine fécale
(Juteau et al, 2004). Dans une étude menée par Garcia et Beirith (1996), il y aurait eu
augmentation du nombre de puits résidentiels contaminés par les coliformes fécaux (34%
des puits) ct par les nitrates (14% des puits) aux alentours des fermes d’élevage en

Ontario entre 1984 et 1994,



Comme plusieurs régions du Québec ont des terres agricoles qui sont en surplus
d’éléments fertilisants limitant I’épandage, le manque de terres disponibles, les pressions
du public en général concernant les mauvaises odeurs du lisier et les risques
environnementaux obligeront plusieurs producteurs a traiter leurs lisiers. Il existe
différentes approches pour traiter le lisier de porc, dont la séparation des solides et
liquides, soit par méthode mécanique ou physico-chimique ou la partie solide est
stabilisée par compostage, ou par les traitements biologiques aérobies ou anaérobies en
conditions psychrophile, mésophile ou thermophile. Les traitements envisagés par les
producteurs de porc sont évalués en fonction des problématiques rencontrées sur la ferme:
volume de lisier a traiter, disponibilité des terres pour I’épandage, sols en excédents
d’éléments fertilisants, pression du voisinage pour les mauvaises odeurs, etc. Les
solutions disponibles sont peu nombreuses, cofiteuses et leurs efficacités sur le terrain

n’ont pas toujours été démontrées.

1.1.2 Traitements anaérobies
Les bioréacteurs aérobie et anaérobie possédent chacun des avantages et des désavantages

qui justifient leur emploi dans différentes applications. Ce mémoire visant surtout les
traitements aérobies, les procédés anaérobies seront donc trés brievement abordés. Le
stockage du lisier dans des fosses dans I’attente de pouvoir Iutiliser comme engrais ou de
le faire traiter représente la premiére €tape de traitement biologique de ce dernier. Les
conditions des fosses a lisier sont anaérobies, conditions idéales pour la croissance
d’espeéces microbiennes anaérobies et facultatives. Ces dernieres sont cependant
responsables en grande partie de la production de molécules odoriférantes tels les acides
gras volatiles, I’ammoniac, les indoles et phénols et les composés sulfureux volatils (Zhu,
2000). De plus, le méthane produit pendant le stockage du lisier n’est pas récupéré et
contribue a I’effet de serre (Moller et al, 2004). Le lisier peut demeurer dans ces fosses
pour une durée allant jusqu’a | an (Mohaibes et Heinonen-Tanski, 2004). Selon le méme
principe, des lagunes a lisier anaérobies sont aussi utilisées pour réduire la quantité de
nutriments du lisier et diminuer les concentrations en microorganismes pathogénes, mais
tout comme les fosses a lisier, elles générent une grande quantité d’odeurs. On note aussi

I’utilisation de réacteurs biologiques séquentiels (RBS) et les systtmes UASB (Upflow



Anaerobic Sludge Blanket) pour le traitement du lisier de porc (Massé et al, 1996; Ng,
1989; Ferreira et al, 2003).

Dans tous ces cas, la flore bactérienne des traitements anaérobies posséde comme
caractéristique de transformer les nutriments en CO; et en CH,, ce dernier pouvant étre
récupéré pour fins €nergétiques. Dans les bioréacteurs, elle forme préférentiellement des
flocs ou granules bactériens, ce qui augmente la densité de bactéries par unité cube et lui
assure une meilleure rétention dans le réacteur dii a sa sédimentabilité accrue. Un des
avantages principaux des réacteurs anaérobies est leur capacité 4 produire peu de boues
pour un maximum d’activité, donc moins de problémes dus a I’élimination de ces
dernieres. Cependant, ils requiérent un temps de rétention hydraulique plus long que les
traitements aérobies et ne peuvent traiter des effluents industriels trés chargés
(Schwarzenbeck et al, 2005). La flore du systeme est cependant plus sensible aux arréts

imprévus du systéme de traitement que celle des réacteurs aérobie.

1.1.3 Traitements aérobies
Outre les traitements anaérobies, plusieurs études ont été effectuédes sur ’efficacité des

traitements a€robies du lisier et autres substances riches en matieéres organiques.
Différents procédés sont rapportés dans la littérature : systémes de lagunes
compartimentées et aérées (de la Noiie et al, 1994), systémes de boues activées dans de
grands bassins ou de petites enceintes ayant une forte agitation (Atlas et Bartha, 1997),
systemes de biofiltres aérés (Doyle et al, 1986, Westerman et al, 2000). Des réacteurs
biologiques séquentiels ol deux bioréacteurs aérobies et/ou anaérobies sont couplés, ont
€galement été utilisés pour divers effluents tel le lixiviat de terrains de remplissage, le
lixiviat d’écorce, le lisier de porc etc. (Kalyuzhnyi et al, 2003 ; Frigon et al, 2003 ;
Ferreira et al, 2003). Une caractéristique avantageuse des traitements aérobies du lisier de
porc, par rapport aux réacteurs anaérobies, est la stabilisation et I’élimination par la flore
indigéne des substances du lisier qui sont responsables des odeurs nauséabondes (Ndegwa
et al, 2003).



Un probléme majeur des traitements aérobies est la production importante de boues de
traitement, 6 fois plus élevée que chez les traitements anaérobies, causées par la
multiplication des microorganismes du réacteur ou des lagunes. En effet, tout systeme
aérobie devrait &tre congu de facon a ce que le taux de conversion des matieres
organiques soit maintenu sous le niveau maximal de croissance des bactéries, de fagon a
limiter leur croissance (Mulder et al, 2001). Les boues engendrées par les traitements
anaérobies peuvent également étre problématiques puique le type de traitement ne permet
pas I’oxydation complete des substances organiques. La quantitié de matiére organique
résiduelle devra étre réduite avant que les boues puissent étre disposées de fagon

sécuritaire pour I’environnement.

Un exemple de bioréacteur aérobie est le réacteur séquentiel en batch (SRB) développé
dans les années 1970. Comme son nom I’indique, ce réacteur est alimenté par batch, ou
chaque batch est traitée par la flore indigéne, suivi par un cycle de repos ou la tlore
sédimente au fond du réacteur. Pour certains SBR & basse capacité de tampon
hydraulique, un cycle festin-famine est appliqué pour assurer une meilleure stabilité de la
population microbienne tout en permettant aux bactéries, lors de la période de famine,
d’utiliser les nutriments qu’elles auront emmagasinés pendant la période de festin
(Wilderer et McSwain, 2004). La biomasse du SRB est préférentiellement sous forme de
biofilm (granulée ou sur un support artificiel) qui comme mentionné plus haut, possede
un temps de rétention plus élevé et une meilleure sédimentabilité que la biomasse en
suspension. Cependant, la diffusion des nutriments dans le biofilm est un facteur limitant
Iefficacité du réacteur (Wilderer et al, 2004). En contrepartie, différentes couches du
biofilm peuvent contenir divers types de populations se complémentant dans leur activité.
De plus, dans les couches internes, il est possible de retrouver un micro-climat anaérobie
permettant la croissance de bactéries anaérobies pouvant étre bénéfiques pour I’efficacité
du réacteur. Une activité de nitrification et de dénitrification a d’ailleurs €t€ observée dans

plusieurs SRB sans qu’il y ait de cycles aérobie/anaérobie (Wilderer et McSwain, 2004).
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1.1.4 Traitement aérobie thermophile
Le métabolisme catabolique des bactéries produit naturellement de I’énergie. Dans un

réacteur contenant un substrat possédant une DCO minimale de 20 000 & 25 000 mg/L
tout en étant bien aéré, I’activité de la flore bactérienne peut mener a I’augmentation de la
température du réacteur (Banat et al, 2000). Si ce dernier est bien isolé et les pertes de
chaleur minimisées, cette température peut se maintenir et dépasser les 45°C. Selon
LaPara et Alleman (1999), un bioréacteur fonctionnant a des températures supérieures 2
45°C serait considéré comme un processus thermophile bien que la définition d’une
bactérie thermophile dit que cette derniére doit pouvoir croitre a des températures
supérieures 2 55°C. Etant donné que I’efficacité du métabolisme bactérien dépend de la
concentration en oxygene du réacteur et que la demande en oxygéne pour un bioréacteur
thermophile est de 14% plus élevée qu’un réacteur mésophile, un aérateur 4 haute
efficacité de transfert d’oxygeéne devra étre utilisé pour minimiser les pertes de chaleur.
Un aérateur fonctionnant par aspiration d’air (de type Venturi) limite bien les pertes de
chaleur (Jutcau et al, 2004). Le métabolisme rapide des bactéries du bioréacteur
thermophile les rend moins susceptibles aux variations du substrat, de température et de
PH que les flores ana€robies. Les réacteurs thermophiles sont caractérisés par un taux de
dégradation plus €levé, ainsi que par une production plus faible de boues, bien que ces
dernieres soient plus difficiles & séparer de I’effluent (LaPara et Alleman, 1999). Il en
résulte une durée de traitement généralement plus courte que leur contrepartie mésophile.
De plus, 1l a €té noté que la qualité de I’effluent traité des réacteurs aérobies thermophiles
€tait supérieure a celui des traitements conventionnels anaérobies (Sonnleitner et Bomio,
1990). LaPara et al. (2000a) constatent cependant que la capacité a digérer différents
substrats par la flore d’un réacteur thermophile était moindre que celle des bioréacteurs
mésophiles dit a une diversité plus faible, ce qui, en fin de compte, diminuait la qualité

finale de I’effluent traité.

Selon une étude de Branconnier et al. (1998), une température de traitement élevée,
permettrait d’éliminer les bactéries pathogénes du lisier beaucoup plus rapidement qu’en
températures mésophiles. La majorité des bactéries pathogénes sont mésophiles et

meurent a des températures avoisinant 45-50°C. Certaines bactéries sporulantes sont plus



résistantes a la chaleur, tel Clostridium sp. A 40°C, une période de 40 jours de
stabilisation doit étre respectée pour la destruction des pathogénes. A 50°C, 55°C, 60°C,
et 70°C, une période de 3 jours, 15 heures, 2 heures, et 7 minutes respectivement serait
suffisante pour éliminer les pathogénes du réacteur en absence de solides (Mohaibes et
Heinonen-Tanski, 2004). En pratique, des temps plus longs de rétention ont été observés
pour la destruction totale des microorganismes pathogénes, i.e 36h a 55°-60°C a pH 8.0
(Tremblay, 2003; Carrington et al, 1998). Juteau et al. (2004) ont pu démontrer
I’élimination de Clostridium d’un bioréacteur thermophile traitant le lisier de porc apres 3

jours de traitement a 60°C.

Un réacteur aérobie thermophile particulierement performant a ét€ développé par
IPUSEPA (1990) pour traiter des effluents liquides. Ce dernier se base sur la capacité
auto-chauffante du métabolisme bactérien mentionné plus haut. L’efficacité de réduction
de la demande chimique en oxygene (DCO) de ’ATAD (Autothermal Thermophilic
Aerobic Digestion) était évaluée a 40-45%. Dans certains réacteurs, une réduction de la
DCO, variant entre 70-90%, et une réduction allant jusqu’a 98% de la demande
biologique en oxygene (DBO) a pu étre observée en 3 jours (Barr et al, 1996; Beaudet et
al, 1990; Juteau et al, 2004). Bien que ce réacteur ne soit pas appropri€ a la base pour des
effluents trés chargés, plusieurs études ont démontré la possibilité de modifier I’ingénierie
de ’ATAD pour I’adapter aux déchets plus chargés en matiéres organiques tels le lisier

de porc (Juteau et al, 2004), et les déchets de I’industrie alimentaire (Black et al, 1982).

1.1.5 Biotraitement thermophile du lisier de porc a ’INRS-IAF
Dans les années 80, une équipe de I'INRS-IAF a étudié plusieurs facettes du traitement

aérobie du lisier de porc (Bisaillon et al, 1984; Bourque et al, 1987; Blouin et al, 1990; St-
Arnaud et al, 1991) et ont conclu qu’un traitement aérobie thermophile permettait
d’obtenir, en une seule étape, une stabilisation rapide du lisier, I’élimination des
substances malodorantes et la destruction des pathogenes (Beaudet et al, 1990). De plus,
I’augmentation du pH autour de 9 au cours du traitement, la température élevée et
I’aération permettaient la volatilisation de I’ammoniac et sa récupération sous forme de

sel d’ammonium concentré dans un milieu aqueux acide. Bien que ces essais aient €té
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effectués a petit volume avec un systéme de chauffage externe, ces résultats montrent tout
le potentiel de I’approche aérobie thermophile dans le traitement du lisier de porc. Au
début des années 2000, Juteau et al. ont étudié le traitement aérobie thermophile du lisier
de porc dans des réacteurs auto-chauffant de 50 litres (38 litres utiles) dans des conditions
réalistes par rapport a un traitement a pleine échelle (Juteau et al, 2004). Le lisier utilisé
provenait de la préfosse d’une porcheric effectuant I’engraissement des porcs. Les
bioréacteurs ont €t€ initialement inoculés avec des boues activées provenant d’une usine
de traitement des eaux usées, d’un extrait de compost et d’un inoculum enrichi, lentement
adapté€ au lisier de porc et aux températures thermophiles (boues activées + compost). En
utilisant des aérateurs de type Venturi, des températures de 75° C ont été atteintes sans
chauffage externe. Ces conditions €taient toutefois peu propices a I’activité des bactéries
ou les meilleures performances de réduction de la DCO étaient obtenues 2 50° C. Afin de
permettre I’€limination des microorganismes pathogénes, une température de 60° C a été
utilisée. Dans ces conditions, ils ont obtenu une baisse de 98% de la DBOs, la
stabilisation du lisier et I’élimination des mauvaises odeurs. Les conditions du traitement
favorisent aussi la volatilisation de I'ammoniac et sa récupération sous forme de sel
d’ammonium concentré (Beaudet et al, 1990; Juteau et al, 2004). Quant aux fortes
concentrations de phosphore soluble du lisier, le pH alcalin obtenu au cours du traitement
permet sa précipitation sous forme de struvite (MgNH4PO4-6H,0) et d’hydroxyapatite
(CasOH(PO,)s) (Tremblay, 2003; Juteau et al, 2004; Suzuki et al, 2002). Dans le procédé
développé, la récupération des solides par centrifugation était effectuée aprés le traitement
thermophile ce qui permettait I’obtention de solides de meilleure qualité en terme de
densité, de phosphore, d’odeur et de stabilité comparativement aux solides obtenus du
lisier non traité. A I’inverse des procédés qui comprennent des étapes de nitrification et de
dénitrification, celui-ci a I’avantage de récupérer I'azote et le phosphore du lisier et

permettre éventuellement leur utilisation comme fertilisant en agriculture.

1.1.6 Flore microbienne des traitements aérobies thermophiles
La flore microbienne est a la base de I’activité des biotraitements d’oti I'importance de

mieux connaitre les espéces bactériennes qui la composent. La grande concentration de

matieres organiques indique la présence majoritaire de bactéries aérobies hétérotrophes. Il
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est cependant notoire que moins de 1% des organismes présents dans un échantillon d’un
gramme de sol sont cultivables par les méthodes classiques (Amann et al, 1995).
Plusieurs bactéries ont pu étre isolées et identifiées a partir des différents traitements
aérobies thermophiles. En effet, plusieurs auteurs (Beaudet et al, 1990; Siiriicii, 1999;
Juteau et al, 2004b; Gagné et al, 2001; Lapara et Alleman, 1999; Tiago et al, 2004) ont pu
démontrer la présence de différentes espéces mésophiles et thermophiles de Bacillus ainsi
que la présence de Thermus, Ureibacillus, Geobacillus et différents actinomycetes par les

méthodes traditionnelles. En particulier, Geobacillus stearothermophilus a été retrouvé

dans une majorité de bioréacteurs thermophiles.

Selon Wagner et al. (1993), les méthodes traditionnelles d’isolement de bactéries seraient
inadéquates pour étudier convenablement la diversité d’une population microbienne. Par
conséquent, plusieurs méthodes ont été mises au point pour parer a la difficulté d’isoler
de nouvelles espéces en culture pure. Le gel d’électrophorése a gradient de densité (PCR-
DGGE) représente I'une de ces méthodes. Ce dernier se base sur le principe
d’électrophorése sur gels d’agarose et sur I’amplification partielle par PCR du gene
codant pour I’ ARN ribosomal. La présence d’une espéce microbienne dans un échantillon
est mise en évidence par I’apparition d’une bande particuliere a cette espéce sur le gel.
Cette méthode présente comme avantage majeur de ne pas requérir d’étape nécessitant
I’utilisation de milieux de culture, ce qui élimine le biais causé par I’'impossibilit€¢ de
cultiver la majorité des bactéries provenant de I’environnement. De cette fagon, 1l est
possible d’obtenir une idée précise des populations présentes dans un échantillon et de
leur abondance relative (LaPara et al, 2000a). La fiabilit€¢ de cette méthode n’est
cependant pas totale, la présence d’une bande ne représentant pas toujours une espece

unique.

Plusieurs études ont été menées sur les flores provenant des bioréacteurs et des
compostages thermophiles utilisant le PCR-DGGE. LaPara et al. (2000b) démontrent que
la diversité de la population bactérienne des réacteurs thermophiles serait moins €levée
que celle des bioréacteurs mésophiles. Le réacteur aérobie thermophile possede plusieurs

phases de températures, mésophile et thermophile, favorisant différentes populations
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actives. Selon une expérimentation menée par LaPara et al. (2000b) sur des réacteurs
acrobies thermophiles en continu traitant des eaux usées synthétiques, seul un petit
nombre d’espéces (25) serait présent dans le réacteur pour I’ensemble des échelles de
température du réacteur. Ainsi, selon la température du réacteur, il était possible
d’identifier différentes espéces spécifiques a une échelle de température particuliere.
LaPara et al. (2000b) ont identifié différents isolats provenant du groupe des B-
protéobactéries ainsi que plusieurs espéces anaérobies. En tout, seulement 10 bandes
représentant chacune une espéce bactérienne sont apparues sur PCR-DGGE a partir d’un

échantillon provenant d’un réacteur a 65°C.

Dans cette €tude ainsi que pour d’autres réacteurs traitant les eaux usées d’usines de pétes
et papier ou de fermentation, aucune espéce de Bacillus n’a pu étre identifiée (LaPara et
al, 2000a), et ce, malgré le fait que les méthodes de culture conventionnelles indiquaient
la présence majoritaire de ce genre dans les traitements (Sonnleitner et Bomio, 1990 ;
Beaudet et al, 1990; Juteau et al, 2005). Dans le bioréacteur développé par Juteau et al.
(2004, 2005), Iutilisation du PCR-DGGE a démontré I’abondance des Bacilli
(Geobacillus sp., et Bacillus sp.) dans le traitement thermophile du lisier de porc. De
méme, cette classe est €galement présente en forte abondance dans les composts
thermophiles (Dees et Ghiorse, 2001; Ishii et Takii, 2003). Plusieurs espéces inconnues
ou non cultivées de type Bacillus ont aussi été retrouvées dans les bioréacteurs ou dans
les composts avec I’aide du PCR-DGGE (Dees et al, 2001; Juteau et al, 2004b). Dees et
al. (2001), par exemple, ont identifi€ d’un compost hyperthermophile, une espece
bactérienne inconnue de type Bacillus qu’ils ont nommée pPDI14 et qu’ils n’ont pu
cultiver. Cette nouvelle espéce représentait I’espéce bactérienne la plus fréquemment
retrouvée dans ce compost. Ces bactéries ont également été retrouvées dans le
bioréacteur aérobie thermophile traitant le lisier de porc développé par Juteau et al.
(2004a, 2004b) qui sont parvenus a en isoler plusieurs souches en culture pure sur un
milieu a base de lisier partiellement traité (non publié). Il convient donc de mentionner la
diversit€¢ des populations microbiennes retrouvées dans diftérents bioréacteurs
thermophiles selon la provenance des eaux usées ou de I'effluent traité (Juteau et al,

2004b).



1.1.7 Les bactéries thermophiles

1.1.7.1 Généralités

Plusieurs habitats naturellement thermophiles sur la terre abritent une flore bactérienne
spéciale, supportant les hautes températures. 1l existe plusieurs catégories de bactéries
poussant a des températures supérieures a 55°C. En effet, les bactéries dites thermophiles
ont une température optimale de croissance supérieure a 55°C, alors que celles poussant a
des températures supérieures a 65°C sont considérées comme étant des thermophiles
extrémes, et celles croissant a 80°C et plus sont nommées hyperthermophiles.
Fréquemment, les bactéries thermophiles (toutes classes confondues) sont retrouvées dans
des environnements extrémes mis a part le facteur température. Par exemple, des pH treés
acides ou tres basiques ou un degré de salinité tres élevé ou faible peuvent €tre associés
aux températures €levées (Wiegel et Kevbrin, 2004). Pour illustrer ceci, prenons comme
exemple les bactéries aérobies strictes hyperthermophiles qui requierent toutes
obligatoirement un pH inférieur a 4.0 pour leur croissance. Plusieurs microorganismes
thermophiles sont connus depuis plus de 100 ans comme par exemple, Geobacillus
stearothermophilus (préalablement classifié comme Bacillus stearothermophilus). Bien
qu’il y ait a la fois des bactéries aérobies et anaérobies thermophiles, seules les bactéries

aérobies thermophiles seront retenues dans cet ouvrage.

La distribution géographique des bactéries thermophiles semble étre beaucoup plus
étendue qu’initialement présentée. Les sources géothermales, cheminées hydrothermales
en mer profonde ainsi que les champs d’huile a haute température, ont depuis longtemps
été identifiées comme étant I’habitat naturel des bactéries thermophiles (McMullan et al,
2004; Wiegel, 1998). Des genres tels Thermus, Thermomicrobium, Geobacillus, Bacillus
et Symbiobacterium, entre autres, ont pu en étre isolés ( Brock et Freeze, 1969; Rhee et al,
2002; Wiegel et Kevbrin, 2004; Montanari et al, 2004; Schiffer et al, 2004; McMullan et
al, 2004). Les bioréacteurs thermophiles et autres milieux thermophiles créés par
I’activité humaine sont une autre source ou des microorganismes thermophiles peuvent
étre isolés et identifiés. Il serait raisonnable de croire que la présence de bactéries
thermophiles se limiterait a ces milieux adaptés a leurs besoins de croissance. Marchant et

al. (2002) ont cependant démontré que des bactéries thermophiles extrémes et
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hyperthermophiles peuvent étre retrouvées de fagon ubiquitaire dans I’environnement
apres enrichissement de différents échantillons de sol provenant de divers endroits de par
le monde. Bien que ces microorganismes ne puissent croitre dans ces sols, en moyenne 10
espéces ont néanmoins pu étre identifiées par RFLP dans chaque échantillon analysé, ce
qui amene les auteurs a se questionner sur la fonction de ces microorganismes dans

I’environnement.

1.1.7.2 Besoins nutritifs des bactéries thermophiles
Les besoins nutritifs des bactéries thermophiles sont différents de ceux des bactéries

mésophiles. En effet, plusieurs auteurs ont noté un besoin particulier de vitamines,
d’acides aminés tels I’histidine, la méthionine, la thiamine et la riboflavine, mais aussi de
calcium et de magnésium pour stimuler ou permettre la croissance des bactéries (Siiriicii,
1999). Chez les Bacillus, par exemple, certaines espéces nécessitent 1’ajout d’urée, de
chlorure d’ammonium, ou méme d’ammoniac pour croitre (Mair, 1986). De plus,
certains probleémes peuvent survenir lorsque la température de croissance optimale de la
bactérie devient plus élevée que 75°C. En effet, Kim et Lee (2003) notent une
transformation des sucres et acides aminés d’un milieu par réaction de brunissement de
Maillard a des températures de 90°C et plus, alors que Park et Lee (2000) constatent le
comportement létal du L-pyroglutamate formé par la transformation du L-glutamate sous
I'effet de la température a partir de 75°C. 1l faut également considérer I’utilisation des
agents gélifiants plus thermostables que 1’agar, comme par exemple, du polysilicate ou de
la gomme de gellan (Gelrite). Certaines bactéries hyperthermophiles ne peuvent pas

croitre sur milieu solide (Huber et al, 2000).

1.1.7.3 Les Bacillaceae
La famille des Bacillaceae est un groupe fort diversifié de batonnets Gram positifs,

sporulés ou non, croissant a des températures psychrophiles, mésophiles, thermophiles et
a des pH acides, basiques ou neutres. Il y a également mention d’especes de Bacillus
anacrobies aérotolérants bien qu’en général cette famille comporte majoritairement des
especes acrobies strictes. Plus particulierement, le genre Bacillus est particuliérement
hétérogéne mais la production d’endospores est essentielle a la classification de nouvelles

especes dans ce genre (Mair, 1986). Les bactéries du genre Bacillus sont, de surcroit, trés
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utilisées en production industrielle pour leur capacité a produire de grandes quantités de
protéines, ou pour leur métabolisme rapide et efficace (Schallmey et al, 2004). Certaines
espéces sont méme placées sur la liste du GRAS (considéré généralement comme
sécuritaire) de la FDA. Bacillus est fréquemment retrouvé en forte majorité dans
différents biotraitements par bioréacteur ou par compostage de diverses eaux usées,
boues, etc. Plusieurs espéces inconnues thermophiles et mésophiles fortement apparentées
aux Bacillus ont pu étre identifiées par PCR-DGGE ou par RFLP de ces biotraitements
(Gagné et al, 2001; Juteau et al, 2004b; Dees et Ghiorse, 2001).

En 2001, Nazina et al. ont procédé a la reclassification des Bacillus du groupe 5 dans le
nouveau genre Geobacillus, groupe thermophile aérobie stricte homogene ou la similarité
des geénes codant pour I’ARN ribosomal 16s s’éleve entre 98.5-99.2%. Geobacillus
stearothermophilus a été considérée comme la souche type du genre. Les Geobacillus
sont fortement répandus dans I’environnement. lls ont été isolés a partir de plusieurs sols
de par le monde, dans des champs d’huile thermophiles, des sources géothermales et des
bioréacteurs thermophiles (Schiffer et al, 2004; Hawumba et al, 2002; Kuisene et al,

2004, McMullan et al, 2004).

1.1.7.4 Les thermozymes
Beaucoup d’études ont porté sur les bactéries thermophiles et a leur habilité a produire

des enzymes thermostables. Ces dernieres ont par ailleurs été nommées thermozymes di
a leur optimum d’activité et a leur stabilité qui se situent au-dela de 60°C. Les enzymes
ayant leur activité maximale au-dessus de 80°C sont considérées comme des enzymes
hyperthermophiles (Li et al, 2005). Bien que les thermozymes possédent les mémes
mécanismes d’action que les enzymes mésophiles, elles sont cependant légerement
différentes quant a leur structure, ce qui leur permet d’améliorer leur stabilité (Zeikus et
al, 1998). Différents mécanismes sont employés, dont I’addition de ponts salins
supplémentaires, d’interactions hydrophobiques et de liens hydrogenes. L’utilisation de
différents acides aminés, telles les isoleucines, les alanines et les prolines en plus grande
quantité dans les centres hydrophobiques, assure une meilleure efficacité d’organisation
de la protéine (Bruins et al, 2001). La rigidité des thermozymes a la température de la

piéce est beaucoup plus élevée que pour les mésozymes, mais redevient fluide (active) a
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des températures thermophiles (Zeikus et al, 1998). On note aussi une meilleure stabilité
des thermozymes pour une plus grande variété de pH, de salinité, de concentrations en
solutés, etc. Les thermozymes peuvent donc étre utiles dans différentes applications

industrielles ol elles remplacent avantageusement les mésozymes.

Un avantage majeur a I’utilisation de thermozymes en procédé industriel est la possibilité
de conserver I'activit€ enzymatique désirée en conditions thermophiles, tout en prévenant
la croissance de bactéries pathogenes présentes dans le milieu de réaction lorsque la
température est supérieure a 70°C, et ce, en réduisant la viscosité des fluides (Bruins et al,
2001). Les conditions thermophiles peuvent également permettre la destruction des
pathogenes. Ainsi, des thermozymes agissant sur les sucres, les lipases, les estérases et
autres substrats ont déja €t€ utilisées dans différents domaines d’application tels
I’alimentation humaine et animale, I’industrie des détergents, des pétes et papier, du
tannage, etc. (Pantazaki et al, 2002; Kirk et al, 2002). Le rdle des enzymes en industrie

sera discuté dans la section suivante de ce mémoire.

1.2 Les enzymes dans I’industrie

1.2.1 Généralités

Depuis plusieurs années, I'intérét pour les enzymes en industrie a considérablement
augmenté proportionnellement au nombre croissant d’applications qu’elles ont
démontrées. Au niveau mondial, le marché des enzymes est évalué entre 1.5 a 2 milliards
de dollars (Godfrey et West 1996; Kirk et al, 2002) réparti en plusieurs secteurs d’activité
telle I'alimentation humaine et animale, les pites et papier, ainsi que les textiles et
détergents. La plus grosse part du marché va au domaine dit technique c’est-a-dire, aux
pites ct papiers, aux textiles et détergents, a ’alcool-essence, a I’amidon et au cuir (Kirk
et al, 2002). Le domaine de I’alimentation humaine et le domaine de 1’alimentation
animale viennent en dernier lieu. L’intérét pour les phytases, les cellulases et
hémicellulases est a I’origine d’un grand développement du marché des enzymes dans les
domaines de I’alimentation animale et dans I’industrie de production d’aliments de cette

derniére décennie.



La majorité des enzymes utilisées en industrie sont hydrolytiques. Les protéases sont
particuliéerement utilisées dans les procédés de fabrication de fromage, de yogourt, etc.
Leur implication dans les détergents permet d’éliminer différentes substances naturelles,
telles les taches de fruits, par exemple. Les protéases sont également utilisées depuis peu
dans le dépoilage et le battage des peaux de cuir, en remplacement de certains produits
toxiques (Rao et al, 1998). Les carbohydrases sont placées en deuxiéme position apres les
protéases pour leur implication en industrie. On les retrouve surtout dans les procédés
portant sur ’amidon, les textiles, les ‘cuissons’, I’alimentation animale, etc. (Godfrey et
West, 1996). Les applications industrielles des cellulases et hémicellulases seront traitées
plus en détail plus loin. L’émergence des lipases dans différents domaines, tels le bio-
diésel, la synthése de produits pharmaceutiques, la production d’herbicides, et les
cosmétiques attire de plus en plus I’attention et appelle a une forte croissance de leur

utilisation dans le futur (Jaeger et Eggert, 2002).

1.2.2 Les phytases

1.2.2.1 Le phytate

L’alimentation animale étant un moteur important de I’économie mondiale, plusieurs
recherches ont été effectuées afin d’améliorer I’efficacité des processus de fabrication des
aliments, augmenter I’absorption des nutriments et diminuer la pollution causée par

I’élevage d’un nombre important de bétail.

Les légumes et céréales retiennent jusqu’a 80% de leur phosphore sous forme d’acide
phytique en prévision de son utilisation lors de la germination des graines et comme
messagers secondaires dans la transduction des signaux (Vohra et Satyanarayana, 2003;
Berridge et Irvine, 1989). L’acide phytique ou le myo-inositol-dihydrogéne-phosphate
étant chargé négativement chélate les ions positifs divalents pour former des sels et prend
alors le nom de phytate (figure 1). Ainsi, I’acide phytique est principalement retrouvé

sous forme de phytate dans la plante (Lei et Porres, 2003).

L’alimentation animale est en majeure partie basée sur I’ingestion de farines d’origine

végétale. Ces dernieres possédent par conséquent une forte concentration de phosphore
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(usqu’a 80%) sous forme de phytate (Vohra et Satyanarayana, 2003). Cette source
abondante de phosphore qui représente de | a2 5 % du poids comestible de certains
végétaux n’est cependant pas métabolisée par les animaux monogastriques tels le porc et

le poulet (Vohra et Satyanarayana, 2003). L’intégralité du phytate est alors rejetée dans

Ca, Fe My,
Zn libre

orthophosphate
F inorganicue

myo-inositol et
SFe—" ¢ myo-nosital penta-,
tetra-, tni-, di- ou
mono-phosphate libres

Figure 1. Structure du phytate et produits de ’hydrolyse par la phytase. (Adapté de
Lei et Stah}, 2001)

I'environnement ou I’ajout de phosphore résultant de sa dégradation peut causer une
pollution sur les lieux de forte production animale. En effet, I’excédent de phosphore qui
ne peut €tre accepté par le sol se retrouve lessivé par les pluies dans les cours d’eau

environnants et participe a I'eutrophisation des lacs et des riviéres (Pandey et al, 2001).

En tant qu’agent chélateur, le phytate peut également diminuer la biodisponibilité de
certains métaux nécessaires a I’alimentation tels le calcium, le zinc, le fer et le
magnésium (O’Dell and Savage 1960; Lei et Stahl, 2001). L’absence de métabolisation
du phytate par les animaux monogastriques oblige I’addition de phosphore inorganique 2
I’alimentation, ressource non renouvelable et coditeuse (Lei et Stahl, 2001). En solution a
ces problemes, diverses €tudes ont prouvé I'efficacité de I’addition de phytases dans
I"alimentation animale. Il a €été démontré que I’ajout de phytase a I’alimentation des
jeunes poussins pouvait augmenter jusqu’a 60% la disponibilité du phosphore tout en

réduisant de 50% le rejet de ce dernier dans les féces (Vohra et Satyanarayana, 2003).
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1.2.2.2 Les phytases
Les phytases sont classées sous le nom de myo-inositol-hexakisphosphate 6(3)-

phosphohydrolases selon le comité de Nomenclature de I’Union Internationale de
Biochimie et de Biologie Moléculaire. Membres du groupe des phosphatases, elles
hydrolysent le phytate en myo-inositol et en acide phosphorique, libérant par le fait méme
les métaux chélatés divalents qui redeviennent alors disponibles pour la nutrition des
animaux. Les phytases se divisent en trois sous-groupes; les phosphatases histidine

acides, les phosphatases acides pourpres et les phytases alcalines.

Les phosphatases histidine acides (HAP) forment un large groupe d’enzymes qui
hydrolysent les monophosphoesters par un mécanisme en deux €tapes et qui partagent le
méme groupe actif, selon le motif RHGXRXP, mais dont seul le groupe des phytases peut
hydrolyser le phytate. La majorité des phytases connues appartiennent aux HAP mais se
subdivisent en deux groupes oil le premier comprend les phytases HAP a large spécificité
phytate (Wyss et al, 1999). La spécificité au substrat chez le premier groupe serait
contrdlée par la conformation et la charge des 6 acides aminés présents dans le site de
spécificité au substrat de ’enzyme qui entoure le site actif de ’enzyme (Kostrewa et al,
1999; Mullaney et al, 2000). La présence de seulement 2 acides aminés dans le site de
spécificité au substrat des phytases du second groupe rend ce dernier moins négativement
chargé que celui du premier groupe, ce qui lui permet d’accepter un plus grand nombre de

substrats moins chargés que I’acide phytique.

Les principales représentantes de la sous-classe des phytases HAP sont produites par
différentes moisissures, levures, plantes et bactéries, tel Aspergillus niger et Escherichia
coli. (Mullaney et Ullah, 2003). La phytase produite par Aspergillus niger NRRL 3135,
phyA, est hautement spécifique a I’acide phytique et est déja commercialisée comme

additif alimentaire animal sous le nom de Natuphos.

Le second groupe de phytases fait partie du groupe des phosphatases acides pourpres.

Elles ont été peu étudiées puisque Iactivité spécifique pour le phytate y était faible. De



type métallo-protéiniques, GmPhy, provenant de la féve de soya et Apase 6 d’Aspergillus

niger sont les seules enzymes de ce groupe connues a date (Mullaney et Ullah, 2003).

Le dernier groupe de phytases dites alcalines, ont été isolées a partir des bactéries de type
Bacillus. Elles ne présentent aucune similitude avec les autres phosphatases retrouvées
dans la littérature, i.e, le motif RHGXRXP des phosphatases histidine acides ainsi que les
ponts disulfures retrouvés dans plusieurs phytases provenant des mycetes ne sont pas
présents chez ces enzymes. La phytase alcaline posséde une structure de « 6-bladed-
propeller folding ». Son activité et sa stabilité sont métallo-dépendantes, elle comporte six
sites de liaison au calcium, dont 3 a basse affinité, qui seraient essentiels A activité de
I’enzyme en créant un environnement électrostatique favorable a la réaction. (Oh et al,
2001). La thermostabilité de I’enzyme résulte en partie des trois autres sites de liaison a
haute affinité au calcium qui ne participent pas a I'activité de I’enzyme (Kerovuo et al,
2000a). L’ajout d’agents chélateurs tels 'EDTA inhibe complétement 1'enzyme lorsque
la concentration de I’agent dépasse celle des ions Ca’*, mais pourrait augmenter I’activité
de I’enzyme lorsqu’en plus faible concentration en empéchant la formation de complexes
phytate-Ca peu solubles. Jusqu’a présent, seulement quelques phytases alcalines ont été
clonées, dont la phytase de Bacillus sp. DS11 (Kim et al, 1998a), 168phyA et phyC de
Bacillus subtilis 168, et phyL de Bacillus licheniformis (Tye et al, 2002). Ces enzymes
sont en majeure partie plus actives a des pH variant de 6 a 7.5 et 4 des températures de

40-80°C.

1.2.2.3 Applications commerciales des phytases

En comparant les caractéristiques des trois sous-classes de phytases, il est possible de
déterminer différentes applications industrielles pour ces enzymes. L’utilisation la plus
fréquente des phytases se situe en alimentation animale. Le processus de fabrication des
farines végétales incluant une étape de lyophilisation qui atteint des températures de 60-
80°C, exige I’addition d’une phytase thermostable a la farine. La phytase alcaline devient
alors un choix intéressant pour cette application. Cependant, la température optimale
d’activité de cette enzyme étant élevée, son activité pourra étre diminuée dans le systéme

digestif de I’animal dii aux températures plus basses qu’on y retrouve (Lei et Porres,
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2003). De plus, avec un pH optimal d’activité se situant a la neutralité, les phytases
alcalines ne peuvent étre actives qu’a I’intérieur de I’intestin ou le pH s’y trouve plus
élevé. Dans ces conditions, ’enzyme doit étre résistante a I’action des peptidases et a
I’acidité de I’estomac. Plusieurs tests de susceptibilité aux protéases ont été effectués sur
la phytase alcaline. La présence des ions Ca®* chez ’enzyme induirait un changement de
conformation qui diminuerait 1’accessibilité des protéases a la structure interne de
’enzyme (Reinhardt et al, 1997; Spurway et al, 1997). Ainsi phyC de Bacillus subtilis
présente 100% de résistance a la papaine, la pancréatine et la trypsine (Kerovuo et al,

2000b).

Plusieurs conséquences dues  I’addition de phytases & I’alimentation des animaux ont €té
observées sur leur croissance et sur leur absorption des nutriments. En effet, Sebastian et
al. (1996) ont observé une augmentation du poids corporel des poulets males et femelles
de 13.2 et 5.8% respectivement, suite a une étude de 3 semaines sur des poulets de 180
jours. Ils ont également observé une augmentation de I’absorption du phosphore, du

calcium, du cuivre et du zinc de 12.5, 12.2, 19.3 et 62.3% respectivement.

L’utilisation de phytases a aussi été notée en boulangerie. Effectivement, des taux de 0.29
a 1.05% d’acide phytique ont été mesurés dans le pain de bl€ entier. L’ajout de phytase a
la pate éliminerait complétement les résidus d’acide phytique (Vohra et Satyanarayana,
2003). Les conditions retrouvées dans la pite de pain nécessitent une phytase acide (pH
4.5-5.0) qui ne requiert pas la présence d’ions Ca®. En ce cas, I’ajout de phytases HAP

ou de phytases acides pourpres serait un bon choix.

1.2.3 Le complexe cellulolytique

1.2.3.1 La cellulose

La paroi végétale est la source des matiéres lignocellulosiques, matieres biodégradables
les plus abondantes sur la planéte. En effet, les différents composés lignocellulosiques
comprennent la cellulose, polymere insoluble de B-1,4-glucane, I’hémicellulose, formee
de polysaccharides tels le glucane, le mananne et le xylane (le mélange differe selon

I’espece de végétal), et finalement la lignine, composé polyphénolique (Wong et al,
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1988). La paroi végétale est structurée de fagon a ce que les fibrilles de cellulose qui
forment son squelette primaire soient maintenues ensemble par I’association des
molécules d’hémicellulose et de lignine. Cette derniére comporte également comme

fonction de maintenir la cohésion entre les différentes cellules.

lamelle

fibrille de
cellulose ~

hémicellulose

Figure 2. Structure de la paroi cellulaire des cellules de bois ainsi que I’arrangement
moléculaire des différents constituants cellulosiques de la paroi. (Adapté de Béguin
et Aubert, 1994).

Une molécule de cellulose comprend habituellement entre 100 2 10 000 unités de glucose
reliées entre elles par des liaisons B-1,4. Ces liaisons pivotées de 180° sont responsables
de la forme compacte de la molécule, repliée en rangées paralleles et renforcée par des
liens hydrogeénes et liaisons de van der Waal formés entre les différentes rangées
symétriques (Rouvinen et al, 1990). Ainsi, chaque molécule d’anhydroglucopyranose
contient 2 ponts hydrogenes inter-chaine, et 2 a 3 ponts hydrogénes intra-chaine (Gardner
et Blackwell, 1974). En conséquence de la configuration et du nombre trés élevé de ponts
hydrogenes, la molécule de cellulose tend & étre trés compacte. La cellulose plus
ordonnée devient cristalline alors qu’un moins grand degré d’organisation, donc une

structure moins compacte, représente une zone amorphe de la molécule.

24



Plusieurs facteurs intrinséques a la molécule de cellulose méme influent grandement
I’activité des cellulases. Un premier facteur a considérer est I’indice de cristallisation de
la cellulose dont sa provenance régente le degré de cristallisation. Par exemple, certaines
algues produisent une forme plus cristalline de la cellulose alors que si ces dernieres ont
été moulues, la cellulose deviendra plus amorphe. Les substrats habituellement utilisé€s au
laboratoire, dérivant de poudres de pates de bois blanchies, comme I’avicel, sont un

mélange des deux formes de cellulose (Gilkes et al, 1991).

Le second facteur impliqué est le degré de polymérisation de la molécule qui se définit
comme étant I’abondance relative de liaisons B-1,4 glucosidiques intérieures et
extérieures susceptibles d’étre clivées par les endo et les exoglucanases (Zhang et Lynd,
2004). Plus le degré de polymérisation augmente (10-10000 molécules de glucose) moins
la molécule sera soluble. Un degré de polymérisation plus faible signifie habituellement
qu’il y a un plus grand nombre d’extrémités réductrices et non-réductrices disponibles

pour I’action des exoglucanases.

L’accessibilité au substrat par I’enzyme est un autre facteur affectant I’efficacité de la
dégradation de la cellulose. La structure, la taille, la surface extérieure de la molécule par
rapport a la forme de I’enzyme en affectent le taux d’adsorption. Diminuer la taille de la
molécule de cellulose augmente la surface externe exposée, ce qui augmente le taux

d’adsorption des cellulases (Zhang et Lynd, 2004).

1.2.3.2 Les cellulases
Plusieurs microorganismes aérobies, anaérobies, mésophiles et thermophiles parmi les

bactéries et les champignons produisent les enzymes nécessaires a la dégradation de la
cellulose native (Ljungdahl et Eriksson, 1985). Les organismes cellulolytiques tels
certains champignons et plusieurs bactéries peuvent produire le systeme cellulolytique
complet, alors que d’autres ne peuvent produire que quelques enzymes qui ne pourront
dégrader complétement la cellulose native (Kirk et Farrell, 1987). Les enzymes capables
de dégrader la cellulose proviennent du complexe enzymatique cellulolytique. Chez les
bactéries anaérobies, tel Clostridium sp., ce complexe constitue le cellulosome, un

amalgame de protéines (endo, exoglucanases et -glucosidases), qui une fois séparées,
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perdent en majeure partie leur activité. Les organismes anaérobies n’étant pas le sujet de
ce mémoire, le cellulosome ne sera pas abordé dans le présent ouvrage. Le complexe
cellulolytique est composé de trois classes d’enzymes séparées en 15 familles de 92

familles de glycosyl hydrolases classées selon leur domaine catalytique :

I-L’endo-B-1,4-glucanase ou la B-1,2-glucan-glucanohydrolase (E.C.3.2.1.4) familles 5.
7,8,9, 10, 12, 26, 44, 45, 48,51, 60 et 61.

2-L’ex0-B-D-glucanase ou la B-1,4-glucan-cellobiohydrolase (E.C.3.2.1.91) familles 6,7
9 et 48.

k]

L’exo-B-D-glucanase ou la B-1,4-glucan-glucosidase (E.C.3.2.1.74) familles 9 et 10.
3- La B-1,4-glucosidase ou cellobiase (E.C.3.2.1.21), familles 1 et 3 (Henrissat, 1991,
Henrissat et Bairoch, 1996).

@@ - endoglucanases
8 @ ~ 6%0-, éndo- glucanases
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Figure 3 Mécanismes d’action des endo et exoglucanases. (Adapté de Rabinovich et
al. 2002). Tandis que les endoglucanases vont dégrader I'intérieur de la molécule, les
exoglucanases s’attaquent au extrémités réductrices. L’action des endoglucanases
augmente le nombre de sites oll les exoglucanases peuvent agir et vice-versa, créant une
action dite de synergie dans la dégradation de la cellulose en cellobiose.

Les fonctions générales de ces enzymes dégradant la cellulose cristalline sont
généralement bien connues. En premier lieu, les endoglucanases 2 faible affinité pour la

cellulose, i.e, sans domaine de liaison 2 la cellulose, coupent a I’intérieur de la molécule
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de cellulose dans les régions amorphes créant ainsi une ouverture dans la fibrille de
cellulose. Les endoglucanases a forte affinité, i.e, possédant un domaine de liaison a la
cellulose, peuvent alors dégrader la cellulose plus ordonnée de I’intérieur de la fibrille.
Ces derniéres sont absolument nécessaires a la dégradation efficace de la cellulose
L’action des endoglucanases résulte en la création d’extrémités réductrices et non-
réductrices qui pourront étre hydrolysées par les exoglucanases. La structure tubulaire de
ces derniéres (Sanchez et al, 2003) cache le site actif de ’enzyme et ce n’est que lorsque
la cellulose pénétre dans le tunnel qu’elle devient accessible au site actif. L’enzyme
avance ainsi sur la molécule en libérant derriére elle de la cellobiose (dimere de glucose)
ou du glucose mais également des cellotrioses, cellotétraoses, cellopentoses, etc. En
général, les endoglucanases sont de 3 a 30 fois plus efficaces sur les régions amorphes de
la cellulose que sur les régions cristallines. En revanche, plusieurs recherches semblent
indiquer que les exoglucanases agiraient préférentiellement sur les régions cristallines
(Teeri, 1997). L’action des endoglucanases diminue rapidement le degré de
polymérisation de la cellulose alors que les exoglucanases le diminuent au fur et a mesure
qu’elles clivent les molécules de cellobiose de la molécule totale (Teeri, 1997). Le r6le

des B-glucosidases sera étudi€ plus en profondeur a la section 1.2.3.5.

Les glycosidases, en général, hydrolysent le lien glycosidique selon deux méthodes: par
inversion ou par rétention. Chaque famille des glycosyl hydrolases utilise soit I’'une ou
I’autre de ces méthodes pour cliver la molécule glycosidique. La méthode par inversion
s’accomplit par un mécanisme de « déplacement direct » lors d’un état de transition ou
I’intermédiaire ionique est un oxocarbonium. Le site actif comprend 2 acides
carboxyliques ou I’'un catalyse I’attaque basique de la molécule d’eau et I’autre I'acidité
nécessaire au clivage du lien glycosidique (Withers et al, 1988). La méthode par rétention
s’effectue par la formation d’un intermédiaire enzyme-glycoside covalent qui sera
hydrolysé par plusieurs étapes de transition ol I’intermédiaire ionique est également un
oxocarbonium. La réaction est effectuée selon un mécanisme de « déplacement double ».
Le site actif est composé de 2 groupes carboxyl ol seulement 1’un d’entre eux catalyse la
réaction acide lors de la glycosilation et la réaction basique lors de I’étape de

déglycosilation, alors que le second groupement carboxyl joue le role de nucléophile.
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(Withers, 2001). L’analyse structurelle de I’enzyme lors de la réaction démontre que
celle-ci subit peu de changements conformationels étant donné que la forme de la cavité
catalytique est optimale pour la liaison du substrat. Cependant, le substrat subit de
nombreux changements de conformation lors de I’état de transition a ’aide d’une suite de
charges successives dispersées par un réseau de liaisons hydrogeéne et d’interactions

€lectrostatiques. Cette stratégie facilite la réaction de glycolyse (Withers, 2001).

Mécanisme par inversion
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Figure 4. Mécanismes d’action par inversion ou rétention des glycosidases (tiré de
Withers, 2001). Les deux mécanismes utilisent un oxocarbonium comme intermédiaire
ionique. Ce dernier sera lié de facon covalente avec I’enzyme dans le mécanisme par
rétention.

La majorit€ des cellulases sont composées d’au moins 3 domaines protéiniques,
redondants entre les différents types d’enzymes, soit le domaine catalytique, le domaine
de liaison a la cellulose et les domaines de jonction. La présence de domaines de liaison 2
la  cellulose chez plusieurs endoglucanases et exoglucanases facilite 1’activité
enzymatique en augmentant la proximité substrat-enzyme, en améliorant 1’ accessibilité du
substrat ainsi qu’en modifiant la surface de la cellulose cristalline (Warren, 1996; Carrad
et al, 2000). Les domaines de jonction sont également retrouvés chez l’ensemble des

cellulases. La taille, la structure, la spécificité des endo et exoglucanases varient
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énormément. Par exemple, deux endoglucanases possédant une structure semblable
pourront avoir des mécanismes d’action et des spécificités trés différentes I'une de

I’autre.

Le mécanisme d’induction du systeme cellulolytique et hémicellulosique a ét€ trés étudi€
lors des dernieres années. Etant donné la faible solubilité de la cellulose, et le caractere
inductible du systtme des cellulases (Bhat et Bhat, 1997), on dénote que les
microorganismes possédent un systéme de reconnaissance de la présence de leur substrat.
En effet, un niveau constitutif de production de cellulases est exprimé par I’organisme
afin de dégrader suffisamment de cellulose pour que les produits de dégradation puissent
pénétrer dans la cellule et induire la production d’une plus grande quantité d’enzyme
(Bisaria et Mishra, 1989). Le systéme des cellulases est régulé par 2 systemes différents.
Par exemple, chez plusieurs bactéries telles Thermomonospora sp., Streptomyces sp. et
Thermobifida fusca, ainsi que chez les moisissures comme Trichoderma reesei, la
présence d’un régulateur-‘répresseur’ bloque la transcription des genes du systeme
cellulolytique jusqu’a ce que la présence de cellobiose vienne détacher le répresseur. La
présence de cellobiose augmente la production de I’enzyme par un facteur de 12 (Nikolay
et Wilson 1999; Wilson, 2004). Le deuxiéme systeme de régulation est un systeme de
répression catabolique ol le glucose inhibe la transcription des génes. La dérépression des
geénes codant pour des cellulases induit leur production par un facteur de 9 (Wilson,
2004). L’ensemble des génes de cellulases posséde un site de liaison aux ribosomes de
type Shine-Dalgarno typique aux bactéries Gram-positives. De plus, des séquences
promotrices possédant la boite TATA ou des séquences typiques riches en AT ont

également été identifiées pour les 8-glucosidases (Béguin et Aubert, 1994).

Le plus haut niveau de production d’enzyme est obtenu par induction par la cellulose
puisque celle-ci induit et dérépresse les génes a la fois, c’est-a-dire active directement la
transduction des génes en se liant au promoteur et enléve les répresseurs qui bloquent la
transduction du géne. Outre la cellulose, différentes autres molécules tels la sophorose, la
cellobiose, le lactose, le cellobiolactone, et les dérivés de cellulose peuvent étre utilisées

pour induire le systtme cellulolytique (Bisaria and Mishra, 1989). Cependant, pour
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certaines especes, ces différents inducteurs ne permettront pas la production du systéme

complet des cellulases (Bhat et Bhat, 1997).

1.2.3.3 Roéle des cellulases dans industrie alimentaire
Depuis la découverte des cellulases pendant la deuxiéme guerre mondiale, de nombreuses

recherches ont été effectuées quant aux applications industrielles possibles de ces
enzymes. Bien que le but premier des études sur les cellulases était de biotransformer la
lignocellulose en sucres solubles, il a rapidement été démontré que ce procédé n’était pas
viable commercialement (Coughlan, 1985). Cependant, les données obtenues sur les
propriétés des cellulases ont permis de développer de nouvelles applications pour ces
enzymes. Outre les domaines des pdtes et papier (modification de la texture du bois
préalablement au « battage de la pate » afin d’en améliorer la performance, amélioration
du drainage de la pite, participation au bio-désencrage) (Bajpail, 1999; Bhat, 2000), du
textile (bio-pongage du denim et bio-polissage de différents tissus comprenant de la
cellulose) (Galante et Formantici, 1998; Bhat, 2000), et des détergents (augmentation de
I’efficacité du pouvoir nettoyant, élimination des fibrilles disloquées de la surface du
vétement sans le détériorer)(lto, 1997; Bhat, 2000) I'utilisation des cellulases et enzymes
associ€s augmente de plus en plus. Leur présence en industrie alimentaire, en

fermentation, en alimentation animale et en agriculture est également notée.

En industrie alimentaire, le secteur de la production de jus de fruits naturels et de
compotes de fruits est un secteur ol les cellulases sont particulierement utilisées. En effet,
de concert avec d’autres enzymes de type hémicellulases et pectinases (communément
appelées les enzymes de macération), ces derniéres participent 4 la macération des pétes
de fruit afin d’augmenter la quantité de jus récupérable, par liquéfaction partielle de la
pommade provenant du broyage mécanique du fruit. Le jus obtenu est subséquemment
retraité par ces enzymes afin d’en clarifier ou de stabiliser le contenu pour fin de
conservation et de commercialisation (Galante et Formantici, 1998, Bhat, 2000). Dans le
méme domaine, les enzymes de macération participent a la diminution de la viscosité et a
I"amélioration de la texture et du processus de concentration du jus et des purées de fruits
tropicaux mixtes acides, qui seraient autrement trop goliteux pour étre vendus séparément

(Grassin, 1996). La production d’huile d’olive est également fortement améliorée par
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I’ajout du mélange d’enzymes de macération ol elles sont responsables de I’augmentation
du taux d’extraction d’huile (jusqu’a 2 kg d’huile par 100 kg d’olives), d’un meilleur
fractionnement des phases huileuses, d’une meilleure rétention des anti-oxidants et de la
vitamine E, d’une diminution de I’induction de la rancidité, de I’amélioration de
I’efficacité de I'usine en général, et finalement, elles diminue le taux d’huile dans les

rejets de I’usine (Galante et Formantici, 1998).

L’industrie de la fermentation profite également de I’action des enzymes de macération,
en particulier pour la production du vin. Les bénéfices apportés par le mélange d’enzymes
sont surtout notés, entre autre, par une augmentation de 10-35% de la quantité d’extrait du
premier moult de vin obtenue et par une plus grande facilité de filtration de ce moult (70-

180%) suivant la diminution de sa viscosité (30-70%) (Galante et Formantici, 1998).

L’alimentation animale est un secteur d’activité important au niveau commercial ce qui
assure un fort marché pour les cellulases qui y jouent aussi un role important (Bhat,
2000). Elles sont surtout utilisées comme additif alimentaire dans le fourrage utilisé pour
I’alimentation des ruminants. Comme pour les phytases, une cellulase qui aurait un effet
significatif dans une meilleure absorption de la cellulose devrait posséder plusieurs
caractéristiques essentielles, telles que résister aux traitements donnés a la nourriture, €tre
active et résister aux conditions présentes dans le tractus digestif, et finalement que le ou
les produits de la réaction enzymatique soient compatibles avec les besoins de I’animal
(Bhat, 2000). Selon les recherches effectuées, un accroissement du poids corporel
(jusqu’a 35%) et de la production de lait (de 5-25%) chez le ruminant aurait €té constaté
suite. 2 I’ajout d’un mélange de cellulases, d’hémicellulases et de pectinases a
I’alimentation. Toutefois, il semblerait que ces résultats ne soient pas reproductibles sur
’ensemble des expériences effectuées sur le sujet puisque plusieurs auteurs n’ont pu
démontrer une action significative de I’ajout de cellulases a I’alimentation sur les

animaux testés (Lewis et al, 1996).

1.2.3.4 Les fi-glucosidases
Comme mentionné précédemment, 1'action synergique des endo- et exo-glucanases donne
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comme produit final majeur la cellobiose, dimere de glucose. La cellobiose est considérée
comme étant I'unité répétée de base de la cellulose (Zhang et Lynd, 2004). Un obstacle
majeur a I'utilisation des cellulases dans les procédés industriels de valorisation de la
cellulose et autres molécules associées est I'inhibition par le produit effectuée par la
cellobiose sur les endoglucanases et les exoglucanases. Les B-glucosidases, ou
cellobiases, sont les enzymes responsables de la dégradation de la cellobiose en
molécules de glucose. Elles ont donc un réle crucial dans la dégradation de la cellulose
puisque leur activité est le facteur limitant de I’efficacité des glucanases. En général, les
cellobiases sont souvent moins efficaces que les glucanases quant a leur rapidité de
transformation du substrat ce qui méne a I’inhibition rétroactive des glucanases dans les

procédés de saccharification et d’alcoolisation de la cellulose.

Les B-glucosidases font partie de la famille 1 et 3 (Bhatia et al, 2002) des glycosyl
hydrolases mais sont subdivisées en 3 classes : les ‘vraies’ cellobiases, hydrolysant
uniquement les disaccharides, les aryl-B-glucosidases et les enzymes a large spécificité de
substrat qui sont la classe de B-glucosidases la plus représentée actuellement (Bahtia et al,
2005). Elles sont retrouvées soit sous forme membranaire, intracellulaire ou
extracellulaire (Bisaria et Mishra, 1989). Les B-glucosidases de la famille 1 proviennent
principalement des mammiferes, des plantes et des archaebactéries, alors que celles de la
famille 3 sont d’origine bactérienne, fongique et des levures. De facon surprenante, les
enzymes de la famille 1, bien que de provenances trés diverses, présentent une trés forte
homologie de séquences entre elles, avec une structure de type tonneau 8-brins (B/cl)g
(Bhatia et al, 2005). Bien que les séquences des B-glucosidases de la famille 3 soient aussi
connues, peu de travaux ont €t€ effectués sur les enzymes de cette famille par rapport  la
famille 1. Une seule structure tridimensionnelle d’exoglucanase a été déterminée pour
cette famille, (Varghese et al, 1999) qui se subdivise en 2 classes, AB et AB’ selon le type
de domaine dont est composé la protéine. Les deux classes sont caractérisées par la
présence d’un résidu actif Asp dans la cavité catalytique du domaine B. La division de la
famille 3 en deux classes résulte d’une compression de la séquence en acides aminés du
domaine B dans la classe AB’ sans toutefois avoir une perte des séquences conservées

entre les deux classes, responsables de I'activité de ’enzyme (Vroemen et al, 1995).



Outre leur action sur la dégradation de la cellulose, les B-glucosidases sont aussi
impliquées dans diverses fonctions métaboliques chez les plantes et les animaux. En effet,
chez les plantes, ces dernieres sont utilisées pour la défense contre les pestes par la
libération d’aglycones toxiques ou améres, pour I’activation des phytohormones, pour la
lignification et pour le catabolisme des parois cellulaires. Chez I’humain, les 8-
glucosidases acides font partie du métabolisme du lysosome ou elles dégradent les
glucocérébrosides (Brady et al, 1965). Une mutation responsable d’une diminution de
I’expression de la B-glucosidase cause la maladie de Gaucher qui se traduit par une
accumulation des glucocérébrosides dans les lysosomes des monocytes et des
macrophages. L'amoncellement dans les organes de ces cellules, nommées cellules de
Gaucher, est responsable des symptdmes de la maladie, c'est-a-dire du gonflement de

différents organes de I’organisme (Beutler et al, 1995; Wenstrup et al, 2002).

La B-glucosidase catalyse I’hydrolyse du lien glycosidique présent entre le groupe
hémiacétal-OH de I’aldose cyclique ou du glucose, et le groupe OH d’un autre produit,
soit, un sucre, un amino-alcool, un aryl-alcool, ou un alcool primaire, secondaire ou
tertiaire. La spécificité de ’enzyme est régie par la partie aglycone du substrat et dépend
des différents acides aminés de la cavité catalytique (Bhatia, 2002). L’activité
cellobiasique est maximale pour les disaccharides et diminue avec I’augmentation de la
longueur de la chaine polysaccharidique (Bisaria et Mishra, 1989). Un grand intérét a
également été accordé a I’activité synthétique des B-glucosidases (Gueguen et al, 1997).
En effet, celles-ci peuvent catalyser la formation de différents produits a base de
disaccharides ou d’aryl-glycosides en ajoutant d’autres molécules glycosidiques, ou
différents alcools, a la molécule originale. Différentes applications commerciales et
pharmaceutiques ont été€ identifiées pour ces produits. Le mécanisme des deux réactions

catalysées par les B-glucosidases sera explicité plus bas.

Les B-glucosidases des deux familles catalysent I’hydrolyse du lien glycosidique en
utilisant le mode par rétention qui maintient le carbone en configuration anomérique,

(Withers, 2001) tel qu’expliqué a la section 1.2.3.2. Selon la famille €tudi€e, les groupes



carboxyle catalytiques (acide/base et nucléophile) varient en position et en composition
mais le mécanisme est généralement semblable (LI, Chir et Chen, 2001). Le mécanisme
de la tamille 1 ayant été bien étudié, c’est celui qui sera relaté ici. Brievement, lors de la
glycosilation (premiere €tape de la réaction), le nucléophile enzymatique attaque le
carbone anomérique Cl1 du substrat glucidique entrainant, par 1’état transitaire d’un ion
oxocarbonium, la formation d’un intermédiaire enzyme-a-glycosyl (ose). Le groupe
carboxyle de I’enzyme donne un électron H* a I’oxygeéne du substrat ce qui permet le
départ de la partie aglycone ou le deuxieéme sucre de la molécule. Lors de la
déglycosilation (la deuxieme étape de la réaction), I'intermédiaire enzyme-glycosyl est
hydrolysé par Iattaque d’une molécule d’eau au carbone anomérique, catalysée par le
groupement carboxyle basique enzymatique donnant comme produit du B-glucose. Pour
retrouver la configuration anomérique du carbone CI, I’ajout d’un groupement OH est
ajouté par l'intermédiaire d’un état transitaire ionique oxocarbonium (Withers et al,

1988).

Comme mentionné précédemment, la B-glucosidase posséde une activité de synthétase.
Deux types de réactions ont été notés soit I’hydrolyse inverse et la transglycosilation qui
se déroulent selon le mécanisme décrit ci-haut. Dans le premier type, le substrat est un
ose simple qui, une fois sous forme d’intermédiaire enzyme-glycosyl, recoit son électron
d’un autre ose, produisant ainsi un disaccharide (Bhatia et al, 2000). Pour la
transglycosilation, le substrat est un oside activé ou I’accepteur d’électron, 2 I’étape de
déglycosilation, est une autre molécule que I’eau. Cette molécule peut étre soit un
monosaccharide, un disaccharide un aryl-, un amine-, un alkyl-alcool ou un monoterp&ne
alcool (Seidle et Huber, 2005). Le produit de cette réaction est un autre oside. La réaction
de synthése est moins fréquente que I’hydrolyse puisque ’accepteur d’électron final est
toujours en compétition avec I’eau. De plus, I'activité dépend de Iaffinité et de la
concentration de I’accepteur et de sa propension 2 réagir avec le donneur (Yazaki et al,
1997).

Chez les organismes cellulolytiques, les B-glucosidases sont régulées par les mémes

mécanismes que le systeme des cellulases (voir section 1.2.3.2). Deux mécanismes sont
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retrouvés : la répression catabolique et I'induction par le substrat. Outre la cellulose,
I’inducteur par excellence du systeme des cellulases, la B-glucosidase est €galement
induite par les méthyl B-glucosides, la cellobiose et par la gentobiose. La sophorose est
considérée comme étant 2 la fois inducteur et répresseur chez Trichoderma reesei (Bisaria
et Mishra, 1989). Plusieurs études ont démontré une diminution de la production ou une
répression occasionnée par le glycérol (Lee et al, 1996). En plus de la répression
catabolique médiée par le glucose sur le systéme des cellulases, la B-glucosidase est
sujette 2 I'inhibition par le produit effectuée par le glucose. Chez certains organismes,
I’AMPc serait également un répresseur de la B-glucosidase et des cellulases mais ce

mécanisme de régulation est absent chez Trichoderma reesei.

1.2.3.5 Applications industrielles des f-glucosidases
En tant que membre du systéme des cellulases, la B-glucosidase est inclue dans plusieurs

des secteurs d’activité énumérés dans la section 1.2.3.3. Elle est retrouvée dans le
mélange d’enzymes nommées de « macération » ol elle participe a la clarification des
jus, la modification de la texture des purées, etc. On la retrouve également dans les
mélanges d’enzymes ajoutées dans I’alimentation animale pour augmenter la digestibilité

de la cellulose.

Plusieurs fruits et légumes possédent des ardmes et saveurs liés a des molécules
glycosidiques ou ils constituent la partie aglycone de la molécule. En cet état, ces saveurs
ne sont pas discernables par les sens. L habilité des B-glucosidases de cliver le lien liant
I’aglycone de saveur ou d’ardme a I’ose les rend particulierement intéressantes, par
exemple, chez les bleuets, les framboises, les mires, les péches, les abricots et les tomates
ol plusieurs molécules de ce type ont €t€ clairement identifiées (Humpf et Scherier, 1991,
Krammer et al, 1991). La méme application est attendue de ces enzymes lors de la
production de vins, ou I’enzyme peut libérer différents ardmes, de type monoterpene, ou
des dérivés de shikimate, prisonniers de I’oside chez le raisin et autres jus de fruits (Spano

et al, 2005).

L’activité transglycosidase de I’enzyme lui ouvre certaines applications au niveau de la

production de molécules pharmaceutiques tels les terpénoides indoles alkaloides. Par



exemple, I’ajmalicine est utilisée pour I’amélioration de la circulation cérébrale alors que
deux alkaloides dimériques seraient des agents antitumoraux importants. Le précurseur de
la famille des TIA, la strictosidine, doit étre modifiée avant d’étre acheminée dans les
différentes voies métaboliques pour sa transformation en différents types de TIA
(Geerlings et al, 2000), consistant en I’élimination de la partie ose de la molécule
glycosidique par la B-glucosidase. En ce sens, les B-glucosidases peuvent étre utilisées en

pharmaceutique pour faciliter la production de ces molécules thérapeutiques.

1.2.4 Les xylanases

1.2.4.1 L’hémicellulose
Les hémicelluloses sont la deuxieéme matiére organique biodégradable la plus abondante

de la planéte apres la cellulose et représente 20-30% de la biomasse lignocellulosique
(Kim, Irwin and Wilson, 2004). Comme décrit a la section 1.2.3.1 I’hémicellulose est
étroitement associée i la lignine et, ensemble, ces deux molécules servent de soutien pour
la cellulose, et de colle entre les cellules des végétaux. Le xylane, constituant majeur de
I’hémicellulose est formé d’un squelette polysaccharidique de D-xylose li€ en
conformation B-1,4. Cette chaine peut &tre hautement substituée par différents groupes
tels les O-acétyls, I’arabinose, I’acide 4-O-méthyl-D-glucuronique, I’acide acétique, le
glucuronoarabinose et quelques feruloyls et acides p-coumaroyls liés par I'intermédiaire
de molécules de L-arabinose lies en C-5 sur la molécule de xylose (de Vries et Visser,
2001). Les substitutions du xylane différent selon leur provenance : bois dur, bois mou,
plantes, etc. D’autres molécules sont aussi retrouvées en bonnes quantités dans
I’hémicellulose, comme par exemple, le B-mannane, polymére constitué de mannose et de
quelques D-glucoses liés en B-1,4, les arabinanes, constitués de polymeres de a-1,5-L-
arabinofuranosyle substitué de a-1,2 et d’a-1,3 L-arabinofuranosides, et finalement, les
arabinogalactanes, polymére de B-1,3-galactose, substitué par des molécules de B-1,6-
galactose, de o-1,3-L-arabinofuranosyl, avec des chaines latérales d’arabinanes (Shallom
et Shoham, 2003). La structure de I’hémicellulose rend nécessaires les deux modes
catalytiques des hémicellulases soient les glycosyl hydrolases et les carboxy-estérases. On

retrouve une trés grande diversité d’enzymes ayant pour fonction la dégradation complete



de I’hémicellulose, chacune spécifique aux différents constituants qui la composent (voir
la figure 5 pour quelques exemples). Dans le cadre de cette revue, seule la xylanase sera
abordée.
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Figure 5. Structure de différentes hémicelluloses ainsi que les enzymes associées a
leur dégradation(Adapté de Shallom et Shoham, 2003).

1.2.4.2 La xylanase

1.2.4.2.1 Fonctions de la xylanase

La dégradation compléte du xylane, substitué ou non, requiert un complexe enzymatique
complet. Tandis que I’endo-1,4-B-xylanase (ci-aprés nommée xylanase) hydrolyse le
squelette interne, la B-xylosidase, de la méme fagon que les exoglucanases, hydrolyse

I’extrémité non réductrice de différents xylooligosaccharides libérés par I’action de la



xylanase, I’activité diminuant avec I’augmentation du nombre d’unité de xylose (Polizeli
et al, 2005). Différentes enzymes sont impliquées dans I’enlévement des chaines de
substitution comme par exemple, I’acide férulique estérase, I"acétylxylane estérase et I’ ot
glucuronidase. La xylanase, en particulier, clive le lien B-1,4 du squelette de xylane selon
la longueur de la chaine, le degré de branchement et de substitution, produisant
différentes longueurs d’oligosaccharides (Polizeli et al, 2005). Les enzymes impliquées
dans la biodégradation de I’hétéroxylane travaillent en synergie les unes avec les autres
pour faciliter P'activité de I’endoxylanase. Sans I’action des enzymes associées a
I'enlevement des substituants du xylane, la xylanase devient beaucoup moins active
(Pronovost, 1991). L’effet global des xylanases sur la molécule de xylane se traduit par la

diminution du degré de polymérisation de cette derniére (voir section sur la cellulose).

Les xylanases sont produites par une vaste diversité de microorganismes thermophiles,
psychrophiles, mésophiles, acidophiles, alkalophiles et neutrophiles, tels les bactéries, les
champignons et les levures. Les champignons de type Trichoderma, Aspergillus et
Penicillium sécrétent une énorme quantité d’hémicellulases diversifices dans leur
entourage, alors que les bactéries sécrétent beaucoup moins d’enzymes extracellulaires
mais possedent des enzymes ou associées aux membranes, ou intracellulaires pour
terminer la dégradation des oligosaccharides produits (Shallom et Shoham, 2003). Le
méme microorganisme peut sécréter plusieurs xylanases ayant des caractéristiques
physicochimiques, une structure, des activités spécifiques et des spécificités différentes.
Chez Streptomyces lividans, 3 xylanases sont produites ayant la méme spécificité mais
provenant de différentes familles des glycosyl hydrolases (Biely et al, 1993). En
comparaison, Trichoderma viride sécréte 13 xylanases différentes alors qu’Aspergillus
niger en sécrete 15. Cette multiplicité des xylanases est expliquée en partie par I’avantage
¢volutif que procure un plus grand nombre d’enzyme ayant des activités similaires pour

dégrader un substrat diversifié (Collins et al, 2005).

1.2.4.2.2 Classification des xylanases
La majorité des xylanases sont classées dans les familles 10 (10 especes) et 11 (17

especes) des glycosyl hydrolases, avec quelques autres placées dans les familles 5, 7,8 et
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43 (Biely et al, 1997), selon le modgle basé sur I’analyse des modules hydrophobiques et
la similarité des séquences d’acides aminés des protéines (Henrissat et Bairoch, 1993). Ce
modele prédit le repliement d’une protéine selon ses patrons hydrophobes/hydrophiles et
permet de relier entre elles différentes protéines possédant la méme fonction catalytique
(Biely et al, 1997). Ainsi, les xylanases acides a haute masse moléculaire, possédant une
structure de type tonneau (o/B)s, ont été classées dans la famille 10 et les xylanases
basiques & faible poids moléculaire, avec une structure de type B3-‘jelly roll’, dans la
famille 11. Récemment, une xylanase psychrotrophe a été identifiée d’une espece
bactérienne de I’antarctique, Pseudoalteromonas haloplanktis, possédant une structure de
type tonneau (0/at)s, typique de la famille 8. Une particularité propre a cette xylanase
vient de son mécanisme catalytique par inversion qui ne maintient pas la configuration
anomérique du carbone C! de la molécule de xylose, tandis que les autres xylanases
possédent plutdt un mécanisme catalytique de type rétention (van Petegem et al, 2003).
Les mécanismes d’action des glycosyl hydrolases ont été présentés a la section 1.2.3.2.
Une deuxieme méthode de classement a été suggérée par Wong et al. (1988) suggérant
qu’il existe 2 types de xylanases, les premiéres clivant le lien glycosidique aux
embranchements de 1,3-0-L-arabinofuranosyl de I’arabinoxylane ce qui libere comme
produit de I’arabinose, les deuxiémes étant incapables de cliver aux sites substitués du

xylane.

1.2.4.2.3 Structure des xylanases
Les xylanases, tout comme les cellulases, sont composées de différents domaines, soit un

ou plusieurs domaines catalytiques, le domaine de liaison a la cellulose et les domaines de
jonction se subdivisant en différents domaines. Le domaine thermostabilisateur et un
domaine de type NodB présentant une fonction acétyle xylane estérase, s’ajoutent a ceux
précédemment mentionnés. La présence du CBD (Cellulose Binding Domain) sur des
protéines incapables d’hydrolyser la cellulose peut é€tre expliquée en fonction de la
nécessité de rapprocher I’enzyme de la paroi cellulaire végétale. En effet, il a été
démontré que le CBD permet de modifier la structure de la cellulose cristalline en libérant
un brin de cellulose de la masse cristalline ce qui pourrait contribuer & mettre de I’avant
les molécules d’hémicellulose (Linder et Teeri, 1997). Comme chez les cellulases,

I’élimination des domaines de jonction ne pose aucun probléme de repliement de la
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protéine, aucune diminution de I'activité de I’enzyme, ni de son affinité pour la forme
soluble du substrat chez les xylanases (Black et al. 1997). 1l en va de méme pour le
domaine de liaison a la cellulose. Cependant, en présence du mélange naturel de
cellulose/hémicellulose, les domaines de jonction et les CBD sont favorables a 1’activité
de ’enzyme en lui allouant la flexibilité nécessaire a atteindre plusieurs sites favorables a
son activité et, en allongeant la durée de fixation de I’enzyme au substrat. Chez certaines
xylanases, un domaine de liaison au xylane a également été démontré (Black et al, 1995:

Irwin et al, 1994).

1.2.4.3 Régulation des xylanases

Chez les champignons tel Trichoderma reesei, les xylanases sont soumises aux mémes
mécanismes de régulation que le systéme enzymatique des cellulases. Le répresseur
catabolique CREI (ou CREA chez Aspergillus) réprime la synthése des cellulases et des
hémicellulases en se liant au promoteur des génes lorsqu’il y a du glucose disponible dans
la cellule (Margolles-Clark et al, 1997). On retrouve le méme type de répression
catabolique chez les bactéries (Shallom et Shoham, 2003). Chez certains
microorganismes, le régulateur transcriptionnel serait contrdlé par la concentration
d’AMPc résultant de Dutilisation du glucose par le microorganisme, plutdt que
directement par le glucose (Béguin et Aubert, 1994). Chez les aspergilli, un activateur
transcriptionnel, XInR, a été isolé. En présence de xylose, ce dernier se fixe sur une
séquence de la région promotrice de plusieurs génes du systeme des xylanases et des

cellulases et induit leur transcription (van Peji et al, 1997).

La production du systtme des xylanases est induite par la croissance sur de
I’hétéroxylane, du xylane, et sur les oligosaccharides a base de xylose tel le xylobiose, le
xylotriose, etc. La cellule doit maintenir un niveau de production de xylanases
constitutives afin que la présence du substrat insoluble (xylane ou hétéroxylane) dans le
milieu puisse étre détectée. Effectivement, I’activité basale des xylanases constitutives
permet la production de xylobiose qui une fois transporté dans la cellule pourra induire
une plus forte quantité de xylanases pour répondre a la présence du substrat. D’autres
sucres, comme par exemple le L-arabinose, la cellobiose ainsi que la cellulose peuvent

induire I’expression des génes xylanasiques selon I’organisme étudié (de Vries et Visser,
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2001).

Comme pour les cellulases, les endo- et les exoxylanases sont inhibées par les produits
résultant de I’hydrolyse de Ihétéroxylane i.e. le xylobiose et les différents
oligosaccharides a courte chaine a base de xylose. L’activité des B-xylosidases est donc
limitante a celle des xylanases. De la méme fagon, ’activité des B-xylosidases est inhibée

par le xylose résultant de la dégradation du xylobiose.

1.2.4.4 Réles des xylanases dans lindustrie
Les hémicellulases, et en particulier les xylanases sont retrouvées dans plusieurs procédés

industriels, mais surtout dans I’industrie des pates et papier. Leur fonction principale dans
ce procédé consiste a dégrader le complexe lignohémicellulosique, composé de coloration
plus ou moins foncée considéré comme indésirable pour la production de papiers de
qualité (Polizeli et al, 2005). L’utilisation de la xylanase (sans activité cellulasique
résiduelle) permet une forte diminution de la coloration de la péte de papier, ce qui réduit
grandement la quantité de produits chimiques blanchissants a ajouter a la pate. Les
conséquences économiques mais surtout environnementales de I’utilisation des xylanases

dans cette situation sont trés positives (Christov et al, 1999; Vikari et al, 1994).

En alimentation humaine, les xylanases sont utilisées dans la fabrication du pain, des jus
et d’autres aliments. Les hémicelluloses tels I’arabinoxylane représentent jusqu’a 4% du
poids de la farine et ont un grand impact sur la texture du pain de par leur structure longue
et hautement substituée. La solubilisation de ces composés par digestion enzymatique
permet une meilleure répartition de 1’eau et par conséquent, une meilleure hydratation de
la pate du pain. Une augmentation de I’élasticité de la pate due a la réduction des longs
polyméres de xylane entraine une plus grande rétention des gaz produits par la
fermentation sans qu’il y ait écroulement des microstructures de la pate (Godfrey et West,

1996; Polizeli et al, 2005).
Comme mentionné précédemment, les xylanases font partiec du mélange d’enzymes de
macération utilisé dans la clarification des jus, dans I’augmentation de la récupération de

jus 2 partir de la pate de fruit, la diminution de la viscosit€ des pétes de fruit, etc. (voir
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section 1.2.3.3). Dans la production de la biére, la xylanase hydrolyse les arabinoxylanes
qui donnent une texture visqueuse et une apparence boueuse a la bieére. En alimentation
animale, les xylanases sont utilisées en partie pour accomplir la méme fonction que celle
utilisée dans la production de la biére. En effet, I’hémicellulose retrouvée dans la
nourriture rend cette derniere plus visqueuse. Cette viscosité réduit la biodisponibilité de
certains nutriments chez les animaux tels le poulet en diminuant la mobilité des

nutriments dans le tractus digestif (Twomey et al, 2003).

L’utilité des enzymes thermostables pour certaines applications industrielles a été exposée
dans les pages qui précédent. Il devient donc intéressant d’étudier des especes
bactériennes thermophiles, qui sont souvent peu connues, et d’en évaluer le potentiel
d’enzymes thermostables. La flore du bioréacteur thermophile traitant le lisier de porc
€tudiée dans ce projet comprend plusieurs souches peu étudiées. Ces derniéres seront

caractérisées plus en profondeur.
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2. Matériel et Méthodes

2.1 Origine des microorganismes utilis€s dans cette étude et conditions de culture.

Les bactéries thermophiles utilisées sont présentées au tableau 1 et proviennent d’une
collection de bactéries isolées dans nos laboratoires a I’INRS-Institut Armand-Frappier a
partir de réacteurs aérobies thermophiles traitant du lisier de porc. Les souches
d’Ureibacillus thermosphaericus ont été isolées par Beaudet et al. (1990) d’un réacteur
maintenu 2 55°C, alors que les souches de Bacillus de la série pPDI14, et Bacillus
thermocloacae ont été isolées récemment d’un réacteur a partir d’échantillons prélevés a
des températures de 60 et 74°C (Juteau et al, 2004a et b; Tremblay, 2003). Les souches
Sb3, Geobacillus thermodenitrificans Sbl et Geobacillus toebii Sb2 ont €été isolées au
cours de ce travail. Apres leur isolement, toutes les souches ont été conservées dans du
milieu Brain Heart Infusion (BHI) contenant 10% (v/v) de glycérol stérile dans des tubes
en plastique a -80°C sauf pour les souches isolées par Tremblay (2003) ou le BHI a été

remplacé par un tampon phosphate salin, pH 8.0, 0.02M (8.5 g/L NaCl).

Lorsque nécessaire, un tube était rapidement décongelé dans un bécher contenant de I’eau
et un volume de 0.1 ml était prélevé et étalé sur le milieu solide appropri€. Les Pétri
inoculés ont été placés dans un sac scellé pour éviter I’évaporation et incubés a la
température désirée (généralement de 60 a 65°C) dans une étuve (Air incubator BleuM,
BlueM Electric Cie, IL). Les cultures en milieu liquide ont été effectuées dans des
erlenmeyers a bouchon vissé de 1 L contenant 60 ml de milieu. Les erlenmeyers étaient
incubés dans un bain-marie avec agitation latérale a niveau 6 (Water Bath Shaker modele

406015, American Optical, NY) maintenue a température constante.
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Tableau 1. Enumération des souches de la banque de bactéries aérobies
thermophiles isolées des bioréacteurs traitant le lisier de porc

Espéce Souches Référence
Ureibacillus thermosphaericus  S2, S3, S4, S5, S6, S8, S9, Beaudet et al, 1990;
S10, S11, Sol13, TG3, Gagné et al, 2001
RD2, DI, D2, D2A
Bacillus sp. T3, 60S1b, 60S2, 60S3, Juteau et al, 2004, 2005;
60S5, 60L1bb, 60L1p, Tremblay, 2003
60L4
Bacillus thermocloacae 60L2, 60L3, 60L5, 60L7, Juteau et al, 2004, 2005;
60L8, 60S4 Tremblay, 2003
Geobacillus thermodenitrificans Sbl Isolées au cours de cette
Geobacillus toebii Sb2 étude
Inconnue Sb3

2.2 Caractérisation de Bacillus sp T3 et 60S1B

2.2.1 Milieux de culture.

Tous les milieux solides utilisés pour la croissance bactérienne des souches T3 et 60S1B
ont €t€ incubés a 63°C (Air incubator BleuM, BlueM Electric Cie, IL), de 18 a 24h dans
un sac scellé pour éviter I’évaporation des milieux. Différents milieux ont été testés pour
leur capacité a faire croitre les souches T3 et 60S 1B de fagon comparable a la croissance
obtenue sur gélose lisier partiellement traité 24h utilisé lors de leur isolement (section
2.2.1.1). Pour chaque milieu, 3 repiquages ont été effectués et les résultats notés pour la

croissance obtenue au 3° passage.

2.2.1.1 Milieu lisier partiellement traité.
Initialement, les souches T3 et 60S I B ont été cultivées sur milieu solide constitué de 50%

lisier partiellement traité (24h). Ce lisier avait été prélevé du réacteur aérobie
thermophile (aprés 24 heures de traitement) en fonction dans le laboratoire du Dr Pierre
Juteau a PINRS-IAF (Juteau et al, 2004a). Ce lisier partiellement traité était conservé
dans des bouteilles en verre a 4°C et utilisé pour la préparation des milieux de culture.
Une quantité égale d’eau a été ajoutée au lisier partiellement traité puis la solution a été

centrifugée a 4000g, pendant 30 minutes. Le surnageant a été utilisé pour la préparation
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du milieu solide avec I’ajout de 15g/L d’agar (Difco). Le milieu a été stérilisé par

autoclave a 121°C pour une durée de 30-40 minutes.

2.2.1.2 Milieu utilisé pour la sporulation.

Le milieu utilisé pour favoriser la sporulation était composé de (pour 100 mL de milieu) :
5 mg de MnCl, - 4 HO
100 mL de surnageant de lisier partiellement traité
1.5 g agar
Des milieux composés de lisier partiellement traité (conservé a 4°C pendant 6 mois) sans
ajout de MnCl, ont également été efficaces pour permettre la sporulation des souches T3
et 60S1B. La présence des spores a été observée aprés une coloration de Gram (BD) des

bactéries.

2.2.1.3 Essais de culture avec lisier brut, partiellement traité ou traité (2005).

2.2.1.3.1 Milieu lisier partiellement traité.

Le lisier partiellement traité provient du bioréacteur aérobie thermophile de type AT-SBR
(Réacteur aérobie thermophile séquentiel en batch) dans le laboratoire du Dr. Juteau a
I’INRS-Institut Armand-Frappier (Juteau et al, 2004). Aprés 12h, 24h et 48h de
traitement, le lisier a été retiré du réacteur et ajouté a une quantité €gale d’eau puis
centrifugé 3 4000g pendant 30 minutes. Le surnageant a €t€ utilisé pour la préparation du
milieu solide avec I’ajout de 15g/L d’agar (Difco). Le milieu a été stérilisé par autoclave a
120°C pour une durée de 30-40 minutes. Des milieux de lisier partiellement traités (12h,
24, 48h, juin 2005)-Tryptic Soy Agar (TSA) ont également €té mis a I’essai. Deux
concentrations de lisier ont été testées pour les milieux lisier 12h-TSA, la premiére a 10%
et la seconde 3 50%. La concentration en lisier des milieux lisier 24h, 48h-TSA est de

10%.

2.2.1.3.2 Milieu lisier brut.

Le lisier brut (juin 2005) a été dilué a 50% avec de I'eau milli-Q puis centrifugé une fois a

4000g, 30 minutes. Le surnageant a été utilisé pour la préparation du milieu solide avec
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I"ajout de 15g/L d’agar (Difco). Le milieu a été stérilisé a I’autoclave a 121°C pour une

durée de 30-40 minutes.

2.2.1.3.3 Milieu lisier traité.
Le lisier traité (cycle de 72h, janvier 2004) a été dilué de moitié dans de 1’eau milli-Q puis
centrifugé a 4000g pendant 30 minutes. Le surnageant a été utilisé pour la préparation du

milieu solide par I’ajout de 15g/L d’agar.

2.2.1.4 Milieu Basal Salts (BSM) pour les espéces Thermus.

Ce milieu a €té utilis€ comme base pour les différents milieux utilisés pour la croissance
des especes thermophiles (Methods for General and Molecular Bacteriology, Philipp
Gerhardt).

Solution A : Acide nitrilotriacétique lg
CaSO, - 2H,0 0.6g
MgSO, - TH,O lg
NaCl 0.08g
KNO; 1.03g
NaNO; 6.89g
Na,HPO, 1.llg
H,O 1000mL

100 mL final: Na,HPO, 1.115/100mL
NaH,PO4-H,O 1.07g/100mL

Le pH du tampon phosphate a été maintenu 2 7 afin d’éviter la précipitation des différents

composés de la solution principale lors de I’ajout du tampon.

Solution B: FeCl; - 6H,0 0.0046¢g
H,O 1000mL
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Solution C: MnSO;- H,O 0.22g

ZnS04 - 7 H,O 0.05¢g
H;B3 0.05g
CuSO, - 5 H,0 0.0025¢
Na;MoO, - 2 H,0 0.0025¢
CoCl, - 6 H,0 0.0046g
H,O 1000mL
H.S0, 0.5mL

Pour préparer 1L du milieu BSM- enrichi (BSME): 100mL de la solution A
10 mL de la solution B
10 mL de la solution C
8g Nutrient Broth (BD)
2g Yeast extract (Difco)
15g agar (Difco) (pour un milieu

solide)

Le volume final a été complété a 1000 mL avec de I’eau milli-Q. Le milieu a €t€ stérilisé

a I’autoclave, 20 minutes a 120°C.

2.2.1.5 Milieu BSME additionné de protéose peptone et du mélange vitaminique Wolin.

Pour évaluer la capacité des différents constituants a soutenir la croissance des souches
T3 et 60S1B, différentes combinaisons de protéose peptone, de mélange de vitamines
Wolin et de NH4Cl ont ét€ testées (tableau 2). Chaque milieu de 100 mL a ét€ fait a partir
du milieu BSME avec agar (1.5g/100mL). Le NH4Cl est préparé en solution de 0.25g/mL
et stérilisé par filtration sur filtre de 0.2um (Sarstedt, inc.) et ajouté au milieu a la
concentration voulue aprés que le milieu ait été autoclavé. Le pH optimal de croissance
des souches T3 et 60S Ib étant entre 8 a 8.5, le pH du milieu a été ajusté avec une solution
de NaOH 1IN stérile une fois le milieu stérilisé. Le milieu 7 sera ci-aprés mentionné sous

le nom de PP-Wolin et le milieu 10, PP-NH,CI.
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Dans un autre essai de croissance, le mélange de vitamines Wolin a été subdivisé en 2
parties (milieux 12 et 13), la premiére contenant la biotine, la riboflavine et la vitamine
B12, et le second mélange comprenant I’hydrochloride de pyridionine, I’acide
panthoténique, I’acide p-aminobenzoique et I’acide thioctique. Le mélange complet de
vitamines est composé de 2mg/L. de biotine, 2mg/mL d’acide folique, 10mg/L
d’hydrochloride de pyridonine, Smg/L de riboflavine, Smg/L d’acide nicotinique, Smg/L
d’acide panthoténique, 0.1mg/L de vitamine B12, Smg/L d’acide p-aminobenzoique et

5mg/L d’acide thioctique.

Tableau 2. Concentrations des différents composants ajoutés au milieu BSME (pour
100mL de milieu).

Milieu Protéose peptone no 3 Wolin NH,CI (Baker

(BD) Chemical Co)
1 - 1%(v/v) — -
2 0.5g 1%(v/v) — -
3 0.5g 2% (vIv) — —
4 lg 1%(v/v) — —
5 lg 2%(vIv) — S
6 2g 1%(viv) — —
7 2g 2%(v/v) — —
8 2g 2%(vIv) lg —
9 lg 2%(vIv) lg —
10 2g — lg —
11 2g 2%(vIv) — lg

2.2.1.6 Milieu BSME additionné de différents constituants.

D’autres milieux a base de BSME ont été testés pour leur capacité a faire croitre les
souches T3 et 60S1b de fagon optimale a pH ajusté entre 8.0 et 8.6. Sont ajoutés
séparément au milieu BSME : 3.7g/ 100 mL de Brain Heart Infusion (Difco), 2g de

cas€ine (Baker), 2g de tryptone peptone (Difco) ou 2g de protéose peptone. Une quantité
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de 2g d’hydrolysats acides de caséine ou 0.5g d’acide humique (Aldrich) ont aussi €té

ajoutés au milieu PP-NH4ClI (sans NaNOj; dans la solution A du BSM).

2.2.2 Essais de croissance en milieu liquide.

Des essais de croissance ont été effectués dans différents milieux liquides énumérés au
tableau 3. L’inoculation des milieux a été effectuée avec 1.0 mL d’une préparation
bactérienne récupérée de milieu solide dont la densité optique était de 2.5 a 600nm sur un
spectrophotométre SP6-550 (Canlab, PYE Unicam). Les bactéries récoltées des milieux
solides (BSME + PP-NH,CI) sont issues du deuxieme passage sur ces milieux a partir de
la souche congelée.

Tableau 3. Concentration des différents composés ajoutés au milieu liquide BSME
(pour 100mL de milieu).

Milieu Protéose Wolin NH,Cl Méthionine Glucose Lisier

peptone no 3

1 2g 2%(vlv) - e - -

2 2g — lg — = ==

3 2g — 2g — — —

4 2g — 6g — — -

5 Ig — Ig — = -

6 2g — Ig — — _

7 28 — lg — Ig -

8 2g — Ig 0.006g —

9 Ig — ig — - 1%(vIv)
10° 2g — Ig — = 5%(vIv)
i 2g — g — — 15%(viv)
12 2g = Ig — - 30% (v/v)

"Le NaNO3 de la solution A du BSM a été retiré du mélange.

Le NH,CI a été ajouté aux milieux tel que décrit a la section précédente. Des essais de
culture ont également été effectués dans un milieu contenant du lisier partiellement traité
(24h) conservé a 4°C pendant 1 an. Les pH ont ét€ ajustés entre 8.0 et 8.5 apres
stérilisation des milieux. Afin de maximiser I’échange d’oxygene, seulement 60 mL de

milieu ont été ajoutés aux erlenmeyers de IL. Tous les erlenmeyers ont €té incubés dans
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un bain-marie dont la température était maintenue a 65°C avec une agitation latérale a
niveau 6 et un couvercle isolé (Water Bath Shaker modele 406015, American Optical,
NY). Des €chantillons de ImL ont été collectés a intervalles réguliers de 2h et la densité

optique (DO) a été mesurée 2 600nm.

2.2.3 Microscopie électronique.

Les souches T3 et 60S1B ont €t€ cultivées sur milieu lisier partiellement traité 24h (juin
2003) pendant 24h a 63°C. Les bactéries ont été récoltées du Pétri dans 5 ml de tampon
phosphate salin PBS 0.01M a pH 7 a I’aide d’une pipette pasteur stérile. Les bactéries ont
eté colorées négativement avec une solution d’acide phosphotungstique 2.0% i pH 6.5
contenant 0.01% de sérum d’albumine bovin (Gagné et al. 2001). L’observation des
préparations a €té effectuée avec un microscope électronique Hitachi (model 7100). Des
examens en microscopie €lectronique ont également été effectués sur des coupes ultra-
minces des bactéries préparées selon la procédure suivante effectuée par le service de
microscopiec de I'INRS-IAF. Les bactéries ont €té fixées pendant 15 minutes 2
température de la piece avec 2.5% (v/v) de glutaraldéhyde dans 0.05 M de tampon
cacodylate a pH 7.2 puis centrifugées 2 15000g pendant 3 minutes. Le culot a été lavé 3
fois avec une solution de sucrose 3% diluée dans du tampon cacodylate. Les cellules ont
ét¢ fixées dans une solution d’osmium tetroxide 2% puis déshydratées dans de 1’acétone
et finalement, fixées dans une matrice de résine ‘Spurr’ (Bouchard et al, 1996). La

matrice de résine a €t€ coupée en couches ultra-minces par le service de microscopie.

2.2.4. Analyse du profil des acides gras.

Les souches T3 et 60SIb ont été cultivées pendant 24 h sur un milieu de lisier
partiellement traité (produit en juin 2004) et récoltées dans du tampon PBS 0.01M a pH
7.0. Les préparations bactériennes (5SmL) ont été expédiées dans des bouteilles de sérum
au service de diagnostic de la faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal
pour les analyses de leur contenu en acides gras. Les acides gras méthyl ester ont été

analysés avec un syst¢éme MIS version 2.11 selon le protocole du manufacturier (MIDI).
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2.2.5 Analyse du géne codant pour ’ARN ribosomal 16S de T3 et 60S1b

2.2.5.1 Extraction d’ADN par broyage par billes de verre.

Les colonies bactériennes ont été récoltées des Pétri dans du TEN (Tris HCl 50mM,
EDTA 10mM, NaCl 150 mM, pH 8.0). La préparation a été centrifugée puis le culot a été
resuspendu dans 250 pL de TEN. Pour aider a briser la paroi des bactéries Gram
positives, 0.75 mg de lysozyme par 250uL de TEN a été ajouté a la préparation puis
incubé 30 minutes a 37°C. Par la suite, 250mg de billes stériles (0,4-0,5 mm) ont été
ajoutées au mélange. La solution a été broyée 20 secondes par l'appareil FastPrep FP120
(Bio 101, ThermoSavant) puis mise sur glace 5 minutes. Ce cycle a été répété deux fois
puis le mélange a été centrifugé 15 minutes a 13000g. Le surnageant a €té récolté et
ajouté d’un microlitre de RNAse (10mg/mL), suivi d'une incubation a la température de
la piece de 10 a 15 minutes. L'ADN a été purifié a I'aide d'une extraction par | volume de
phénol/chloroforme/isoamyl (25:24:1), suivi d'une centrifugation de 2-5 minutes. Une
extraction par 1 volume de chloroforme/ isoamyl (24:1) a ét€ effectuée suivie d'une
seconde centrifugation de 2-5 minutes. L'ADN a été précipité par 1/4 de volume d'acétate
d'ammonium 10M et 2 volumes d'éthanol 95% en agitant trés doucement la solution, et le
tout a été placé 30 minutes a -20°C. Une centrifugation de 25 minutes a permis de
récupérer 'ADN dans le culot qui a été lavé avec de I'éthanol 70%, suivi d'une
centrifugation de 2 minutes. L'ADN ainsi purifié a été resuspendu selon I'abondance dans
50-200uL d'eau milli-Q stérile. La présence et la qualité de I'ADN ont été vérifiées de la

facon décrite a la section 2.2.5.3.

2.2.5.2 Conditions pour la réaction de la polymérase en chaine (PCR).

Deux différentes amorces ont été utilisées pour amplifier le géne codant pour I'ARN
ribosomal 16S des deux souches, soit les amorces pA et pH dont les séquences
respectives sont explicitées dans le tableau 4. Chaque échantillon d'ADN total a été
préparé de la facon suivante pour l'amplification: 1 uL de chacune des amorces
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.), 1 pL de dNTP (Amersham Pharmacia Biotech,
Inc.), 5uL de tampon d'amplificationl0X (100mM Tris-HCI pH 9.0 , 15mM MgCl.,
500mM KCI) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.), 1uL d'albumine de sérum bovin 50X
(20mg/mL) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.), 0.5 pL de TAQ polymérase
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(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) et complété avec 38.5 puL d'eau milli-Q stérile.
L'emploi du thermocycleur Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480 requiert I'ajout de
30uL d'huile stérile afin d’éviter I’évaporation du contenu du tube. Les échantillons
d'ADN (2uL) ont €t€ rajoutés une fois les solutions d'amplification placées dans I'appareil
et préchauffées a 80°C. Une fois le chargement de I'échantillon terminé, la température a
€té augmentée a 94°C pour une durée de 5 minutes afin de permettre la dénaturation des
brins d'ADN. La température a été diminuée par la suite & 55°C pour 5 minutes
permettant ainsi aux amorces pA et pH de se lier sur les brins dénaturés. La température
de 72°C permet a I'enzyme TAQ polymérase de poursuivre I'élongation des brins d ADN
a partir des amorces. Les 30 cycles effectués ont donc débuté par une température de
72°C pour 1 minute, suivi d'une période de 40 secondes a4 94°C et se terminant par 1
minute a 55°C. L'amplification prend fin par une période finale de 10 minutes a 72°C.
L’absence de contamination et la présence des amplicons ont été vérifiées sur gel

d’agarose tel que décrit a la section 2.2.5.3.

Tableau 4. Liste des séquences des amorces pA et pH.

Position chez Références
E.coli
pA 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 8-27 Edwards et al.,
1989
pH 5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' 1541-1522 Edwards et al.,

1989

Amorces Séquence

2.2.5.3 Préparation des gels d'agarose.

Les gels d'agarose utilisés (10 cm de long) pour vérifier la présence de bandes d'ADN ont
€té preéparés a une concentration d'agarose de 1% (p/v). Les gels ont ensuite été soumis a
un voltage de 80V pour une durée minimale de 45 minutes. Le gel contenant 'ADN a été
coloré 10 minutes dans une solution contenant du bromure d'éthidium et du TAE avec
agitation (Fisher clinical rotator, 80rpm) puis décoloré dans de l'eau avec agitation
pendant 15 minutes. Les solutions d'ADN a charger dans les puits du gel ont été préparées
en ajoutant a SpL d'échantillon, 2pL de tampon de chargement. La quantité et la longueur

de I'ADN ont été comparées a I'ADN total du phage lambda Sty I (site de reconaissance :
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C_|C(A/T)(T/A)GG) dont la concentration et la longueur des bandes (tableau 5) sont

connues. Les gels ont été observés et photographiés par un transilluminateur UV (GelDoc

1000, BioRad).

Tableau 5 Longueur (kb) des fragments de ' ADN du phage lambda Sty 1.
1 27837
23538
7743
6223
4284
3472
2690
1882
1489
925
421
72

O 00 NN N B W N

No—= O

2.2.5.4 Etude phylogénétique du géne codant pour ’PARNr 16S de T3 et 60S1b.

Les séquences d’ADN des deux clones de chaque souche obtenues de chez
DNAlandmark ont été vérifiées a I'aide du logiciel Chromas 2.23 (Technelysium,
http://technelysium.com.au /chromas.html) pour des disparités entre 1’abondance d’un
nucléotide et la lettre donnée par le logiciel. Les séquences ont ensuite été€ alignées avec
BioEdit 6.0.6 (Isis Pharmaceuticals, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). La
séquence a été comparée aux banques de données de NCBI (http://ncbi. nlm.nih.gov
/entrez/query.Fcgi ?db=nucleotide&itool=toolbar). Les séquences codant pour I’ARNr
16S des bactéries les plus semblables ainsi que la séquence 16S d’un représentant de
chaque genre de la famille des Bacillaceae ont été recueillies et comparées aux séquences

de T3 et 60SIb a laide du logiciel Phylips 3.63 (http://evolution.genetics
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-washington.edu/phylip.html) pour former un arbre phylogénétique de similarité de

séquences ol un « bootstrap » de 1000 a été utilisé.

2.3 Evaluation du potentiel enzymatique de la banque de bactéries aérobies thermophiles

1solées des bioréacteurs aérobies thermophiles_traitant le lisier de porc.

2.3.1 Banque de bactéries aérobies thermophiles

Le potentiel enzymatique des souches de la banque de bactéries thermophiles présentées
au tableau | a ét€ évalué dans cette étude. Les souches de Ureibacillus thermosphaericus
ont €té cultivées sur milieu BHI; les souches de la série pPD14 et les souches de Bacillus
thermocloacae ont €té cultivées sur milieu lisier partiellement traité 24h (janvier 2004).
Les souches T3 et 60S1b ont été cultivées sur le milieu BSME + PP-NH,CI 4 moins
d’indications contraires. Les souches de Geobacillus ont été cultivées sur milieu TSA.
Tous les pH des milieux de culture ont €té ajustés entre 8.0-8.5 avec une solution de

NaOH IN stérile.

2.3.2 Galeries API-Zym.

Les galeries API-Zym (BioMérieux) ont été utilisées pour évaluer la capacité des
différentes souches bactériennes a produire des activités enzymatiques selon 19
différentes enzymes ct leurs substrats respectifs énumérés dans le tableau 6. Les tests ont
¢été effectués selon la procédure recommandée par le manufacturier. Les souches T3,
60S 1b, 60S2 et 60S3 ont été ensemencées sur 2 Pétris de milieu BSME + PP-Wolin. Les
autres souches de la série pPDI4 et les souches de Bacillus thermocloacae ont été
ensemencées sur milieu lisier partiellement traité 24h (janvier 2004). Les souches d’
Ureibacillus thermosphaericus ont été inoculées sur milieu BHI (Difco). Les souches
Geobacillus thermodenitrificans Sbl, Geobacillus toebii Sb2 et Sb3 ont été cultivées sur
milieu TSA. Tous les Pétris ont été incubés 2 63°C pour 24h. Les bactéries issues du
deuxieme passage sur le milieu respectif 4 chaque souche ont été récoltées dans de I’eau
milli-Q stérile pour un total de 2 mL de préparation bactérienne par galerie. Chaque
souche a €té testée en duplicata. Chaque galerie a été placée dans un contenant prévu a cet
effet o les puits sont emplis d’eau milli-Q. Trois gouttes de la préparation bactérienne

ont ét€ placées dans chacun des 20 puits de la galerie. Ces derniéres ont été placées dans

54



un sac scellé contenant de la ouate humidifiée, et incubées a 63°C pendant 4h. Les
résultats ont été obtenus en ajoutant une goutte des réactifs ZymA et ZymB (BioMérieux)
A tous les puits, suivi par une incubation minimale de 5 minutes a la lumiere. L’ absence
de coloration est notée par un O et la coloration la plus intense par 5. L’intensité de la
coloration est jugée de fagon arbitraire et est dépendante de I’activité€ enzymatique.

Tableau 6. Liste des substrats associés aux 20 puits de la galerie API-Zym et des
enzymes correspondantes testées.

Puits Substrat Enzyme testée
1 - Témoin négatif
2 2-naphtyl phosphate Phosphatase alcaline
3 2-naphtyl butyrate Estérase (C4)
4 2-naphtyl caprylate Estérase Lipase (C8)
5 2-naphtyl myristate Lipase (C14)
6 L-leucyl-2-naphtylamide Leucine arylamidase
7 L-valyl-2-naphtylamide Valine arylamidase
8 L-crytyl-2-naphtylamide Cystine arylamidase
9 N-benzoyl-DL-arginine-2- Trypsine
naphtylamide
10 N-glutaryl-phénylalanine-2- a-chymotrypsine
naphtylamide
11 2-naphtyl phosphate Phosphatase acide
12 Naphtol-AS-BI-phosphate Naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase
13 6-Br-2-naphtyl-a-D- a-galactosidase
galactopyranoside
14 2-naphtyl-B-D-galactopyranoside $3-galactosidase
15 Naphtol-AS-BI-B8-D-glucuronide B-glucuronidase
16 2-naphtyl-a-D-glucopyranoside a-glucosidase
17 6-Br-2-naphtyl-B-D-glucopyranoside B3-glucosidase
18 I-naphtyl-N-acétyl- BD- N-acétyl-B-glucosaminidase
Glucosaminide
19  6-Br-2-naphtyl-a-D-mannopyranoside a-mannosidase
20 2-naphtyl-o-L-fucopyranoside a-fucosidase

2.3.3 Recherche de souches produisant de la phytase.

2.3.3.1 Milieux utilisés.

Pour mettre en évidence la production de phytase par les bactéries de la banque de
bactéries thermophiles, différents milieux solides ont ét€ utilisé€s. Tous les Pétris ont €té

incubés 5 jours 2 63°C. Les souches 60S3, 60S5, 60L3, 60S1b, S8, D2A et RD2 ont été
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inoculées sur le milieu PS1. La composition du milieu PS1 (pour 100 ml) est : 0.5g de
NH4NOs, 0.05g de MgSO,-4H,0, 0.05g de KCI, 0.001g de FeSO,7H,0, 0.0lg de
MnS04-4H,0, 2g de protéose peptone no 3, 0.8g de bouillon nutritif, 0.2g d’extrait de
levures, 1.5 g d’agar, 70mL de H,O, 1g de NH,ClI (2 partir d’une solution stock 0.25g/mL

stérile, apres autoclave) et 0.5% de Ca-phytate.

Les milieux gélose-lisier partiellement traités 24h (janvier 2004) (milieu PS2) et BSME-
PP-NH,CI (milieu PS3) ont aussi été utilisés pour I’expérience décrite 2 la section 2.3.3.2.
A tous les milieux, on a ajouté 0.5% de phytate de calcium. Le phytate de calcium a été
préparé avec un mélange de CaCl; et de sel de sodium d’acide phytique ou phytate de
sodium de mais (Sigma). Pour obtenir une concentration de 0.5%, la quantité de phytate
nécessaire pour 100 ml de milieu est de 685.8 pmoles (ot le poids moléculaire arbitraire
est de 729). En ajoutant I’équivalent molaire de CaCl,, il est possible, en abaissant le pH
de la solution au dessous de 7, de solubiliser le phytate de sodium et de le transformer, en
milieu alcalin, en phytate de calcium. La solution a été stérilisée par filtration sur un filtre
de 0.2um et ajouté tel quel dans le milicu de culture. Le pH du milieu a été ajusté entre 8

et 8.5 avec du NaOH IN ce qui fait précipiter le Ca-phytate.

Le principe du milieu pour détecter une activité de phytase est axé sur I’insolubilité du
Ca-phytate qui produit une opacité du milieu solide. L’utilisation du composé par la
bactérie permet la formation d’une zone claire sur la gélose, autour de la colonie (Kim et
al. 1998a). L’acidification du milieu autour de la colonie peut également produire une

solubilisation du phytate et ainsi former un faux positif.

2.3.3.2 Recherche de microorganismes produisant une phytase a partir d’échantillons

du réacteur thermophile.

La présence de microorganismes producteurs de phytase dans le lisier partiellement traité
a été étudiée en effectuant des dilutions (lO'2 a 10'6) d’échantillons du réacteur
thermophile du lisier, prélevés a deux températures (40°C et 60°C ), dans du PBS (pH ),
et en inoculant en triplicata 100puL de chaque dilution sur les 3 milieux PSI, PS 2 et PS3.

Les Pétris inoculés avec un échantillon de lisier provenant de la phase du réacteur a 60°C
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ont été incubés 2 63°C alors que ceux ensemencés avec du lisier provenant du réacteur a
40°C ont été incubés a 37°C. La présence de zones claires autour des colonies a €té

recherchée.

2.3.3.3 Enrichissement au son de blé d’un extrait de lisier.

Pour induire la production de phytase par les microorganismes potentiellement
producteurs de phytase, du son de blé biologique (La Milanaise, QC) a été ajouté dans les
milieux de culture (Kim et al. 1998a ). Un échantillon de 1.5 mL de lisier partiellement
traité provenant des phases du réacteur a 40° ou a 60°C a été inoculé a 50 ou 60mL
respectivement a partir des milieux énumérés ci-dessous dans des erlenmeyers de 250 mL
ou dans des erlenmeyers de 1L respectivement. Les erlenmeyers de 250 mL ont été
incubés a 37°C dans un incubateur A agitation rotative a 250 rpm (Incubator shaker
modele G25, NB Scientific Co Inc ) ou 4 65°C (erlenmeyer de | L) dans un bain-marie a
agitation latérale  niveau d’agitation 6. Deux repiquages de 1 mL ont été effectucs apres
deux jours d’incubation dans du milieu frais pour un total de 3 passages. Des volumes de
100uL des dilutions 102 a 10° du surnageant issu du troisitme passage de
’enrichissement ont été ensemencés en triplicata sur les milieux solides énumérées ci-
dessous. Les Pétris ont été incubés a 40° ou 60°C pendant 8 jours en présence d’oxygene
ou en atmosphére microaérophile a I’aide d’un sachet « gaz-pack » (BBL) introduit dans

une jarre anaérobie ou aérobie.

Milieu liquide 1 (PL1) 6g son de bl€ (La Milanaise, PQ)
(pour 100mL) 0.04g NHsNO;
002g MgSO47H20

lg hydrolysats de caséine

0.2g CaCl, (a ajouter a I’ensemencement)

Milieu liquide 2 (PL2) 6g son de blé
(pour 100mL) Milieu BSME
2g protéose peptone no 3

g NH4Cl (ajouté apres stérilisation)
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0.2g CaCl, (a ajouter a I’ensemencement)

Le CaCl, est ajouté a partir d’une solution stock de 0.2g/mL stérilisée par filtration sur

filtre de 0.20um de porosité (Sarstedt inc). Le pH des milieux a été ajusté a 8.4 a I’aide de

tampon borate 0.1M, deux fois par jour.

Milieu solide | (PS3)
(pour 100mL)

Milieu solide 2 (PS4)
(pour 100mL)

Milieu solide 3 (PS5)
(pour 100 mL)

lg son de blé

0.04g NH3sNO;

0.02g MgS0,4-7TH,O

lg hydrolysats de caséine

1.5g agar

2g protéose peptone no 3
0.8g bouillon nutritif
0.2g extrait de levures
0.5g Ca-phytate
0.5g NH4NO;
0.05g MgS0,4-4H,0
0.05g KClI
0.001g FeSO47H,0O
0.01g MnSO4-4H,0
lg NH4CI
1.5g agar

0.5g NH4NO;

0.05g MgS0,4-4H,0
0.05g KCl

0.001g FeSO4-7H,O
0.01g MnS0O,4-4H,0
1.5g glucose

0.5g Ca-phytate
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Le pH a été ajusté avec du tampon borate 0.IM. Le phytate de calcium a été fabriqué

selon la méthode décrite a la section 2.3.3.1.

Trois types majeurs de colonies ont été isolés des milieux PS4 et PS5 incubés en
aérobiose. Ces derniéres ont été isolées en cultures pures, congelées et identifiées sous le

nom de Sbl, Sb2 et Sb3.

2.3.3.4 Dosage colorimétrique de la libération des phosphates (méthode de Kim et al,
1998).

La phytase étant une enzyme permettant la libération de molécules de phosphate a partir
de I’acide phytique ou du sel d’acide phytique, I’activité de cette derniere est directement
proportionnelle 2 la libération des phosphates. Les activités phytasiques des souches Sbl,
Sb3, B. substilis et B. licheniformis ont donc été évaluées a I’aide de la méthode de
dosage colorimétrique des phosphates modifiée de Fiske et Subbarow (1925). Pour ce
faire, les souches Sb1 et Sb3 ont été mises en culture dans 60 mL du milieu liquide « son
de blé-TSB » décrit plus bas dans un erlenmeyer de IL 4 60°C pour 40h. Bacillus
licheniformis (ATCC 10716) et Bacillus subtilis DS11 ont été inoculés dans 50mL du
milieu PL2 et incubés 40h a 30° et 37°C respectivement, 2 200 rpm (Incubator shaker
modele G25, NB Scientific Co Inc.). L'inoculum de 1 mL provenait d’une préculture de
18h dans du milieu TSB pH 8.3 pour Sbl et Sb3 et dans du bouillon nutritif pH 7.3 pour
Bacillus subtilis et Bacillus licheniformis. Des échantillons des surnageants de culture de
Sbl et Sb3 ont été collectés a différents temps d’incubation (T24h, T48h) pour €tre testés

pour la libération enzymatique de phosphate.

Milieu son de blé-TSB 6% son de blé

(100mL) 0.04% NH4NO3
0.02% MgSO4-7TH,0
3% TSB

0.2% CaCl, (a ajouter a I’ensemencement)

Milieu son de blé-NB 6% son de blé
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(100mL) 0.04% NH4NO;
0.02% MgS0,-7H,0
0.8% NB

0.2% CaCl; (a ajouter a I’ensemencement)

Le pH du premier milieu a été ajusté a 8.3 avec du NaOH 5N et le pH des deux milieux a

€té ajusté régulierement lors de I’incubation.

Le test enzymatique a été effectué de la fagon suivante sur les surnageants de culture de
SB1 et SB3 et de la culture obtenue lors de I’enrichissement au son de blé. Dans un
Eppendorf de 1.5mL, sont ajoutés 40uL d’une solution de phytate de sodium 20mM,
40pL de tampon Tris-HCI pH7.0 2 1M, 40uL de CaCl, 20mM et 280puL d’eau milli-Q. La
solution a ét€ préincubée a 40°C et a 60°C, puis 100pL du surnageant de culture a tester
ont €té ajoutés. Le test enzymatique était d’une durée de 30 minutes,suite a quol, la
réaction était arrétée en ajoutant 500uL d’acide trichloroacétique 2 15%. Les contrdles
ont €té effectués en faisant bouillir le surnageant de culture 10 minutes pour inactiver les
enzymes, puis en ajoutant cette solution au lieu de la solution d’enzyme active. Le dosage
des phosphates libérés a été effectué en incubant 1mL de la solution test enzymatique a
4mL du réactif A (en ratio de 1:1 :1:2, H.SO, 6N, ammonium molybdate 2.5%, acide
ascorbique 10%, eau milli-Q) a 37°C pour 30 minutes. L’absorbance est lue 3 820 nm sur
spectrophotométre SP6-550 (Canlab, PYE Unicam). Les résultats ont été analysés par
rapport a une courbe standard de concentrations connues en phosphate (KH,PO,) variant
de 1 mM a IM. Le surnageant de culture de I’enrichissement au son de blé a été dosé
directement sans essai enzymatique, ot le blanc, dans ce cas, est le temps O d’incubation.
Bacillus licheniformis (ATCC 10716) et Bacillus subtilis DS11 ont été utilis€s comme

contrdles positifs de production de phytase.

2.3.3.5 Identification de la présence de phytases par amplification du geéne.

Afin d’identifier la présence du gene codant pour la phytase chez les microorganismes
issus de la banque de souches thermophiles (SB1, SB2, SB3, RD2, S8, Soll3, 60S1b,

60S3), du lisier (brut, partiellement traité 4 60°C et trait€) et de I’enrichissement au son de
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blé, des amorces d’ADN dégénérées spécifiques aux phytases B-propeller sont congues a
partir des séquences connues de génes de phytases retrouvées sur Pubmed. La spécificité
de I’amorce pour le géne voulu a été vérifiée par BlastN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
entrez/query.Fcgi?db=nucleotide&itool=toolbar) I’extraction de I’ADN a été effectuce
selon le protocole décrit 2 la section 2.2.5.1. L’état de I’ADN extrait a €té vérifi€ sur gel

d’agarose 1% tel que décrit a la section 2.2.5.3.

Chaque échantillon d’ADN total a été préparé de la fagon suivante pour I'amplification; |
uL de chacune des amorces (décrites dans le tableau 7), 1 uL de ANTP (Amersham
Pharmacia Biotech, Inc.), SuL de tampon d'amplification 10X (100mM Tris-HCI pH 9.0,
15mM MgCI2, 500mM KCl) (Amersham Pharmacia Biotech, Inc.), 1pL d'albumine de
sérum bovin 50X (20mg/mL) (Sigma Chemical CO. St.Louis, MO), 0.5 pL de TAQ
polymérase (Amersham Pharmacia Biotec, Inc.) et complété avec 38.5 uL d'eau milli-Q
stérile. Les échantillons dADN (2uL) ont été rajoutés une fois les solutions
d'amplification placées dans le thermocycleur GeneAmp (PCR System 2700, Applied
Biosystems) et préchauffées a 80°C. Une fois le chargement de I'échantillon terminé, la
température a été augmentée 2 94°C pour une durée de 5 minutes afin de permettre la
dénaturation des brins d'ADN. La température diminue ensuite a 55°C pour 5 minutes
permettant ainsi aux amorces phyG et phyD de se lier sur les brins dénaturés. Les 35
cycles effectués débutent donc par une température de 72°C pour 45 secondes, suivi d'une
période de 45 secondes 2 94°C et se terminant par 45 secondes a 50°C. L'amplification
prend fin par une période finale de 10 minutes a 72°C. La température de 72°C permet a
l'enzyme TAQ polymérase de poursuivre l'élongation des brins d'’ADN a partir des
amorces. Le résultat du PCR a été observé sur gel d’agarose 1% tel que décrit a la section

2.2.5.3.

Un PCR a été effectué sur les amplicons obtenus du PCR (PCR niché) précédent selon les
mémes conditions qu’énumérées ci-haut. Pour vérifier la température optimale
d’hybridation des amorces, un PCR a gradient de température a été effectué sur
I’échantillon d’ADN du lisier partiellement traité & 60°C a I'aide du thermocycleur

Stratagene (Robocycler Gradient 96, Stratagene) selon le cycle suivant : 94°C pendant 5
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minutes pour dénaturer les brins d’ADN, suivi de 35 cycles de 45 secondes a 72°C, puis
par 50 secondes a 94°C, et finalement par 40 secondes & des températures variant de 50 2

61°C. L’amplification se termine par une période d’élongation de 10 minutes a 72°C.

Tableau 7. Liste des séquences des amorces dégénérées phytG et phytD.

Position dans le Références

géne

Amorces

Séquence

phytG 5-GCWGATGAAC 160-181 Genbank: phyC, Ts-
CBGCGATTTGG-3’ phy, phyL et 168phyA”
phytD 5'-CCGCCGTYYGGC 700-723 Tye et al, 2002

TCAGCGCTGAA-3'
* Keruvo et al. (1998), Kim et al. (1998), Tye et al. (2002)

2.3.4 Recherche de la xylanase et de la cellulase.

2.3.4.1 Milieux utilisés pour la détection des activités de xylanase et cellulase.

La production de xylanase et de cellulase par les souches de la banque a été évaluée a
I'aide de milieux solides permettant la formation de zone d’hydrolyse du substrat
approprié€. Pour mettre en évidence la présence de xylanase, du RBB-xylane (0.1% p/v)
provenant de flocons d’avoine a été ajouté aux milieux respectifs aux souches testées. Les
souches de la série pPD14, et de Bacillus thermocloacae ont été cultivées sur milieu
BSME-PP-NH,CI. La production de cellulase a été évaluée en ajoutant aux milieux
respectifs aux souches testées, 1% (p/v) de carboxyméthylcellulose 2 viscosité moyenne
(Sigma). Le carboxyméthylcellulose a viscosité moyenne doit &tre broyé préalablement a
son ajout aux milieux. Les milieux ont été inoculés puis incubés 24h a 63°C. Les Pétris
ont ensuite été submergés par une solution de rouge congo Smg/mL pendant 20 minutes,
puis décolorés par une solution de NaCl 5M pendant 20 minutes. La présence de

I’enzyme est observable par I’apparition d’une zone claire autour des colonies (Rahman et
al. 2003).

2.3.4.2 Test PAHBAH pour les xylanases (méthode de Lever et al., 1984).
Le test PAHBAH (p-HydroxyBenzoic Acid Hydrazide, Sigma noH-9882) est une

méthode permettant de calculer Iactivité enzymatique des xylanases en mesurant la
libération des sucres réducteurs produits par la réaction enzymatique. La solution

d’enzyme a été obtenue de la fagon suivante. G. thermodenitrificans SB1 a été récolté
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d’un pétri BHI/ 0.1% xylane de flocons d’avoine (Sigma) et inoculé dans un erlenmeyer
de 1L contenant 60mL de bouillon BHI/ 0.1% de xylane de flocons d’avoine a pH 8.5. Le
tout a été incubé 24h a 60°C dans un bain-marie a agitation latérale a niveau 6. Les
cultures ont par la suite été centrifugées a 4000g, 4°C pendant 30 minutes. Le surnageant
a été récupéré et concentré 10 fois sur cellule Amicon (Amicon Corp. Lexington, Mass.)
avec une membrane (Diaflo, Amicon Corp, Lexington, Mass.) de 10 000 Dalton a 4°C.
Le concentré de surnageant a été testé pour son activité sur gélose RBB-xylane en
déposant 15 pL de surnageant dans des puits creusés dans la gélose (apparition de zones
claires sur fond bleu). Les surnageants ont par la suite été conservés au congélateur pour

étre utilisés ultérieurement pour les essais enzymatiques.

Les essais enzymatiques ont été effectués comme suit. Dans un Eppendorf de 1.5 mL,
100pL de tampon IM au pH désiré (tampon acétate pH4, tampon citrate pH6, tampon
phosphate pH 6.5 et 7, tampon Tris-HCI pH8.5), 800 pL de solution de xylane (5 mg/ml
~50-57mM de sucre réducteur)(fraction soluble lyophilisée de xylane de flocons d’avoine
préparé par Roger Dubuc, (Laboratoire de Claude Dupont, INRS-IAF)) ont été préincubés
a la température désirée (60°, 70°, 80°C) dans un incubateur a sec (Dry bath incubator,
Fisher Scientific) puis 100 pL de solution d’enzyme ont été rajoutés. Les essais de
température ont été effectués a pH 6.5 et les essais de pH a une température de 70°C.
L’essai enzymatique a été d’une durée de 10 minutes et a €té effectué en triplicata. La
réaction a été arrétée en ajoutant 100uL du mélange réactif dans 300 uL. de PAHBAH
0.25% (p/v) dans du NaOH 0.5M. Les sucres réducteurs libérés par la réaction
enzymatique ont été colorés en incubant le mélange avec la solution de PAHBAH dans un
bain-marie (Haake W26-E3) a 95°C pour 5 minutes puis immédiatement placé dans un
bain d’eau froide et de glace pour 5 minutes. Le PAHBAH doit étre préparé au maximum
2h avant son utilisation et gardé a I’obscurité. Pour la lecture de la D.O., 200 uL de ce
mélange ont été placés dans une microplaque de 96 puits Falcon, puis le tout est lu a
405nm avec 1’appareil Microplate Autoreader EL309 (Bio-Tek Instruments) ou le pQuant

(Bio-Tek Instruments Inc.).
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Pour éliminer le biais dii aux sucres réducteurs déja présents dans le milieu de culture, des
blancs ont €té effectués pour chaque tube testé. Une solution d’enzyme est bouillie
pendant 15 minutes pour inactiver toutes les enzymes présentes. Lors de I’essai
enzymatique, 100 puL de cette solution ont été ajoutés en lieu et place de la solution
d’enzyme active. Les blancs subissent toutes les étapes subséquentes effectuées pour les
tubes tests. Une courbe standard de xylose (Sigma) en concentrations connues a &té
réalisée a des concentrations variant de OmM a 10mM. Pour chaque concentration de
xylose, 100uL ont été rajoutés a 300uL. de PAHBAH puis colorés 3 95°C pour 5 minutes
sur le méme support que les échantillons. Une courbe standard a été effectuée pour
chaque solution de PAHBAH utilisée et sur chacun des supports ou des €chantillons ont
été colorés. L’activité enzymatique de la xylanase est exprimée en unités internationales
(UD), ot une Ul est la quantité d’enzyme nécessaire pour produire 1 pmole de sucres

réducteurs en une minute.

Pour les essais de stabilité de la xylanase a différentes températures (70°, 80°, 90°C) en
présence de son substrat, le méme protocole qu’expliqué ci-haut a été utilisé. 100 pL du
mélange réactif ont été retirés aprés une période d’incubation prédéterminée (jusqu’a 12h
d’incubation) et placés dans le PAHBAH jusqu’a concurrence de 9 échantillons de 100
ML. En ce qui concerne les essais de stabilité de la xylanase en absence de son substrat, il
convenait de procéder différemment. Chaque solution d’enzyme a été incubée (Dry bath
incubator, Fisher Scientific) & 70°C pour une période déterminée (5, 10, 20, 40, 60, 90,
120, 180, 240 minutes) puis incubée 30 minutes sur glace. On a procédé ensuite a I’essai

enzymatique de 10 minutes tel que décrit plus haut.

2.3.4.3 Test PAHBAH pour les cellulases (méthode de Lever et al, 1984).

Le test PAHBAH pour les cellulases fonctionne selon le méme principe que le test pour
les xylanases. Seuls le substrat et la courbe standard different. L’ activité enzymatique est
toujours €valuée en fonction de la quantité de sucres réducteurs libérés lors de la réaction
enzymatique entre les cellulases et la cellulose. Trois inducteurs ont été testés, le
carboxyméthylcellulose a viscosité moyenne (Sigma), I’avicel pH 101 et I’avicel pH 105.

Les cultures de 60S2, 60L4, S6, D2A, SB1, SB2 et SB3 ont été centrifugées a 4000g pour
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30 minutes puis concentrées par un facteur de 6 sur cellule Amicon comme décrit a la
section 2.3.4.2. Le concentré de surnageant a été utilis€ comme solution d’enzyme pour
les essais enzymatiques. Pour effectuer 1’essai enzymatique, du carboxyméthylcellulose a
viscosité faible (Sigma) 2 1% (p/v) a été utilisé comme substrat de la réaction. La courbe
standard est quant 2 elle produite a I’aide de concentrations de glucose (Anachemia)
variant de 0 3 10mM. La suite de I’essai enzymatique a été effectuée selon la méthode

décrite 2 la section 2.3.4.2

2.3.4.4 Dosage des protéines.

Le dosage des protéines de nos préparations a été effectué par la méthode de Bradford en
utilisant le « BioRad Assay protein Kit » et le sérum albumine bovin (BSA) comme
standard. Le réactif de Bradford a été dilué % dans de 1’eau milli-Q puis la solution a éte
filtrée sur filtre Whatman. La courbe standard a été produite a partir de différentes
concentrations de BSA (BioRad): 20, 30, 50, 70, 90ug/L. Pour chaque échantillon,
100pL ont été ajoutés a SmL du réactif de Bradford (BioRad). La solution a été€ incubée
de 8 a 10 minutes a température piece puis la DO a été mesurée a 595nm. Les résultats

ont été exprimés en mg de protéines par millilitre de milieu.
2.3.5 Caractérisation de la B-glucosidase de Geobacillus thermodenitrificans SB1.

2.3.5.1 Production de la biomasse et de la préparation d’enzyme

La souche G. thermodenitrificans Sb1 a été décongelée et étalée sur gélose TSA. Suite a
I’incubation O/N 2 63°C, les bactéries ont été récoltées dans ImL de milieu TSB
additionné de 0.1 % de cellobiose (Sigma). Dans un erlenmeyer de | L contenant 60mL
du milieu précité, 1 mL d’inoculum a ét€ introduit. La pré-culture a été incubée 24h a
60°C dans un bain-marie au niveau d’agitation 6, puis 1 mL a été repiqué dans du
bouillon frais. Ce dernier a également été incubé 24h a 60°C. Les cultures ont €té
centrifugées a 4000g pour 30 minutes, a 4°C. Toutes les étapes subséquentes ont été
effectuées a 4°C. Le culot de bactéries a été pesé puis resuspendu dans | volume (ou
jusqu’a fluidité de la solution) de tampon sodium phosphate 0.05M a pH 7 froid. Avec un

appareil a ultra-sons (Sonicator Ultrasonic processor XL, Mandel Scientific Compagny,
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Ltd.), les bactéries ont été sonifiées en 60 cycles de 1 minute suivi de 45 secondes de
repos entre chaque cycle ou jusqu’a ce qu’une observation au microscope montre le bris
de la majorité des cellules. Les bactéries restantes et les débris ont été centrifugés 30
minutes a 17000g. Le surnageant résultant a été utilisé comme préparation d’enzyme pour
des essais enzymatiques 2 différents pH et pour des essais de stabilité de I’enzyme. Les
fractions cellulaires ont été centrifugées & 160 000g pendant 90 minutes a 4°C afin de
séparer le cytoplasme des membranes. La fraction cytoplasmique et la fraction
membranaire (culot) ont été conservées a 4°C pour un maximum de 30 jours et ont servi
de préparation d’enzyme pour les essais enzymatiques. Les protéines des membranes ont
été solubilisées dans 10 mL de tampon sodium phosphate 0.05M 2 pH 7 contenant 20%
(v/v) de glycerol et de 1% (p/v) de triton X-100 (BioRad) aprés une agitation de 40
minutes dans la glace. La fraction cytoplasmique a été utilisée pour les essais
enzymatiques permettant de déterminer 1’optimum de température pour I'activité de

I’enzyme ainsi que pour les essais de stabilité enzymatique.

2.3.5.2 Essais enzymatiques de la B-glucosidase avec le PNPG (Han et Srinivasan,
1969).

L’activité de la B-glucosidase a été mesurée en dosant la libération d’un composé
chromogene jaune associé au substrat de I’enzyme. Le p-nitrophényl-B-D-glucoside
(pPNPG, Sigma), sous I’action de I’enzyme, se scinde en p-nitrophénol (chromophore
jaune) et en glucose. A I’aide d’une courbe standard de p-nitrophénol (gardé a I’obscurité
et congel€), de 0.001 mM a ImM de concentration, il est possible d’obtenir une valeur de
I"activité de I’enzyme en UI, o une Ul représente la quantité d’enzyme nécessaire pour
donner | pumole de p-nitrophénol libéré par minute. La limite de sensibilité de cette

méthode est de 0.001 unité d’enzyme.

Les essais enzymatiques de la B-glucosidase ont été effectués par la méthode suivante et
ont servi a évaluer le pH et la température optimale. On doit tout d’abord préchauffer
0.950 mL de solution de pNPG (0.01M) dans un tampon appropri€ (0.05M) au pH désiré
(tampon acétate pH 4, tampon citrate pH 6, tampon phosphate pH 6.5 et 7, tampon Tris-
HCl pH8.5), et & la température désirée (50-95°C). La solution de pNPG doit étre
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préparée fraichement et gardée a ’obscurité. Des volumes de 50uL des préparations
d’enzymes ont ensuite été ajoutés au substrat préchauffé (essais en triplicata). La solution
a été incubée 30 minutes 2 I’abri de la lumiére puis arrétée avec I’addition de 1 mL de
Na,CO; IM froid et les tubes ont été placés dans un bain d’eau et de glace. Tous les
échantillons ont ensuite été centrifugés 5 minutes 2 13000g pour éliminer les précipités.
La coloration a été mesurée a 400nm sur un spectrophotometre SP6-550 (Canlab, PYE
Unicam). Les blancs utilisés ont été obtenus en remplagant la solution d’enzyme par
50uL de tampon 0.05M. La courbe standard a été effectuée aux mémes conditions de

température que les essais enzymatiques.

Les essais de stabilité de I’enzyme en présence de son substrat ont été effectués selon le
méme principe que ci-haut. Cependant, 9.5 mL de solution de pNPG et 500 uL de
solution d’enzyme ont été ajoutés au tube a essai de fagon & ce que 9 échantillons puissent
étre pris dans un méme tube pour former la courbe de stabilité. Un échantillon de 1 mL
est recueilli & chaque temps prévu jusqu’a un maximum de 8h d’incubation. Les
échantillons d’enzymes pour les essais de stabilité de I’enzyme en absence de son substrat
ont été effectués de la fagon suivante. Chaque solution d’enzyme a été préincubée a 80° et
90°C pour 2 minutes suivie par une période d’incubation déterminée (5, 10, 20, 40, 60,
90, 120, 180, 240 minutes), puis incubée 30 minutes sur glace. On procéde ensuite a

I’essai enzymatique de 30 minutes tel que décrit plus haut.

2.3.5.3 Zymogrammes au MUG et au pNPG.

Pour tenter de mieux caractériser la B-glucosidase de SBI, des zymogrammes de la
fraction cytoplasmique de SB1 ont été effectués aprés électrophorése sur gel de
focalisation isoélectrique (IEF) et sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (sodium
dodécyl sulfate). Les puits des gels IEF (Novex”, Invitrogen) ont été chargés avec une
solution d’enzyme (fraction cytoplasmique de SB1) préparée de la fagon suivante : 5 pL
de la préparation d’enzyme, 5 UL de tampon a échantillon pH 3-10. La solution d’enzyme
a été déposée dans 2 puits des deux cotés du gel. Le standard BioRad couvre les points
isoélectrigues allant du pH 4.45 2 9.6. La préparation du tampon de migration et les

conditions de migration ont été effectuées selon le protocole fourni par le fabricant en
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employant le systtme de migration Invitrogen. Le gel est divisé en deux parties ou
chacune d’elle comprend un puit contenant 1’échantillon d’enzyme. La moitié du gel
comprenant le standard a été colorée 1h au bleu de Coomassie (0.05% (p/v) de Bleu —
R250, 50% (v/v) méthanol, 10% (v/v) d’acide acétique, 40% d’eau milli-Q) avec
agitation a 80 rpm (Fisher Clinical Rotater), puis décolorée dans une solution composée
de 30% (v/v) méthanol, 7% (v/v) d’acide acétique et 63% d’eau milli-Q. Le gel a été
conservé dans une solution d’acide acétique & 5% (v/v). L autre moitié du gel a été
incubée lh avec agitation a 80 rpm (Fisher Clinical Rotater) dans un tampon sodium
phosphate 0.05M a pH 7 afin d’éliminer les ampholytes du gel. Le gel a ensuite été
incubé a 60°C, pendant 20 minutes, 1h, 2h, 4h et toute la nuit dans une solution de MUG
(4-méthylumbellyféryl-B-D-glucopyranoside, Sigma) 0.1M dilué dans du tampon sodium
phosphate 0.05M a pH 7. L’apparition de fluorescence est vérifiée avec un appareil
émetteur de UV portatif 2 290nm (UVSL-25, Ultra-Violet Products, Inc. Calif). Le gel a
finalement €té coloré au bleu de Coomassie puis décoloré comme décrit plus haut. Les

gels ont été conservés dans une solution d’acide acétique a 5% (viv).

L’électrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS a été effectuée selon la
méthode de Laemmli (1970) ol le gel de concentration était & une concentration de
polyacrylamide de 3% et le gel de séparation a 10%. Les échantillons ont été préparés
selon différents protocoles. La solution tampon pour les échantillons (5X) a été préparée
avec ou sans B-mercaptoéthanol (1.4 mL d’eau distillée, 1 mL de Tris-HCI i 0.5M, 3.2
mL de glycérol, 1.6 mL de SDS a 10% (p/v) et 0.8 mL de bleu de bromophénol a 0.5%
p/v). Certaines préparations d’enzymes ont été préalablement concentrées par un facteur
de 10 avec les filtres Nanospin Plus (Gelman Sciences) par une centrifugation de 13000g
de 5 minutes. Les échantillons ont été préparés comme suit : 50 uL de pNPG (0.01M), 60
ML de solution d’enzyme, 22 pL de tampon de I’échantillon. Tous les échantillons, ainsi
que le standard (préparé avec un tampon d’échantillon comprenant du 3-mercaptoéthanol)
ont €t€ bouillis 5 minutes, puis 24 uL des solutions ont été deposés dans les puits du gel.
Chaque échantillon d’enzyme a été chargé a 3 puits. Le standard a été chargé a raison de
10 L dans un seul puit. Le gel a été migré 7-8 minutes 2 90 Volts pour le gel de

concentration et 30-35 minutes 4 200 Volts pour le gel de séparation.
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Le gel est séparé en trois parties, chacune comprenant un puit d’échantillon. La partie du
gel comprenant le standard est colorée au bleu de Coomassie comme décrit plus haut.
L’autre moitié du gel est incubée lh avec agitation dans une solution de Triton X-100
(BioRad) 2 1% (p/v) puis 1h dans un tampon sodium phosphate 0.05M a pH 7.0 (Bae et
al. 1999). Le gel est ensuite incubé a 60° ou 80°C, 20 minutes, 1h, 2h, 4h et toute la nuit
dans une solution de MUG (Sigma) 0.1M ou de pNPG (Sigma) dilués dans du tampon
sodium phosphate 0.05M a pH 7.0. L’apparition de fluorescence est vérifiée avec un
appareil portatif émetteur d’'UV a 290nm dans le cas de D’incubation avec le MUG.
L’apparition d’une coloration jaunitre est observée a I'ceil nu pour le zymogramme au
pNPG. Les deux gels sont finalement colorés au bleu de Coomassie puis décolorés
comme décrit plus haut. Les gels sont conservés dans une solution d’acide acétique a 5%

(p/v).
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3. Résultats

3.1 Caractérisation des souches T3 et 60S 1b.

3.1.1 Croissance sur milieux solides.

Afin de remplacer I'utilisation d’un milieu solide composé de lisier partiellement traité,
différents milieux ont été évalués pour la croissance des souches T3 et 60S1b. Aucune
croissance n’a été observée sur milieu BHI, TSA, Gélose-Columbia (BBL) a pH neutre
ou alcalin (8.0-8.5) ainsi que sur milieu BSME utilisé dans la littérature pour la croissance
de bactéries thermophiles du genre Thermus. Tel que présenté au tableau 8, des milieux
contenant divers additifs au milieu BSME ont été expérimentés pour améliorer la
croissance des souches. Ainsi, I’addition de protéose peptone 1% et d’un mélange de
vitamines Wolin 1 % au milieu BSME a permis I’apparition de quelques colonies sur
Pétri. Toutefois, le repiquage de ces colonies ne permettait pas de maintenir la croissance
des souches T3 et 60S1b. Les meilleures conditions de croissance ont été obtenues sur
milieu trés riche composé de BSME additionné de peptone 2% et de vitamines Wolin 2%
ou de NH4Cl 4 1%. Ces milieux permettaient d’obtenir un mince tapis bactérien pouvant
€tre maintenu pour au moins plusieurs passages. Toutefois, bien que ces milieux ne
permettent pas la production d’une biomasse comparable a celle obtenue sur milieu solide
contenant du lisier partiellement traité, ils permettent néanmoins de maintenir les souches
T3 et 60S1b. Des essais effectués en divisant les vitamines en 2 groupes, ont montré que
le mélange composé de biotine, riboflavine et vitamine B12 était meilleur que le second

mélange et permettait d’obtenir un mince biofilm.

Bien que le milieu lisier partiellement traité ait été utilisé initialement comme milieu de
croissance optimal pour les souches T3 et 60S1b en produisant un €pais tapis bactérien,
Iutilisation subséquente de ce milieu s’est avérée inefficace pour leur croissance. Le
lisier ayant été conservé pendant prés d’un an a 4°C aurait perdu des éléments essentiels
nécessaires a la croissance des souches T3 et 60S1b. En effet, apres quelques passages,

seul un mince tapis bactérien réussit 2 croitre sur les pétris, cette croissance étant
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Tableau 8. Intensité de la croissance des souches T3 et 60S1b sur les milieux solides
BSME contenant différents additifs. (voir la section 2.2.1.5).

Milieu BSME + T3 (3° passage)  60S1b (3° passage)

0.1%Wolin - -
0.5%PP*,1%Wolin + -
0.5%PP, 2%Wolin + +
1%PP, 1%Wolin + +
1%PP, 2% Wolin + +
2%PP, 1%Wolin ++ +
2%PP, 2%Wolin ++ ++
2%PP, 2%Wolin, 1% + ++
NH,4CI
1%PP, 2%Wolin, 1% + +
NH,ClI
2%PP, 1% NH,4Cl +++ +++
2%PP, 2%Wolin, 1% + +
Urée
2%PP, 2%Wolin + ++
mélange 1
2%PP, 2%Wolin + +
mélange 2

Légende : + petites colonies isolées, ++ pelit tapis baciérien, +++ tapis bactérien soutenu mais mince. *PP-
Protéose peptone no 3.

Tableau 9. Intensité de la croissance de T3 sur les milieux solides a base de lisier
partiellement traité (juin 2005).

Milieux T3 (3° passage)

Lisier traité +
Lisier - 12h +
Lisier - 24h +
Lisier - 48h -
Lisier brute (non traité) ++
TSA + 10% lisier 12h +
TSA + 50% lisier 12h ++
TSA + 10% lisier 24h +
Milieu lisier 12h +

Légende : + petites colonies isolées, ++ petit tapis bactérien, +++ tapis bactérien soutenu mais mince.
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beaucoup plus faible que celle obtenue avec le lisier partiellement traité frais prélevé en
2003. De plus, des essais effectués avec un lisier prélevé de la ferme en Juin 2005 n’ont
¢galement pas permis de supporter la croissance des souches T3. Ce lisier était différent
et ne posseédait pas les mémes caractéristiques que celui obtenu les deux années
précédentes. L’ajout de TSA au lisier partiellement traité (12h) semblait aider a la

croissance de T3, avec I’apparition d’un mince tapis bactérien.

3.1.2 Essais de croissance de la souche 60S1b en milieux liquide

La croissance de la souche 60S1b en milieu liquide a été évaluée dans différents milieux
de culture (Figure 6). Une faible croissance a été observée avec les milieux BSME
additionnés de méthionine, de protéose peptone, et de NH4Cl en forte concentration (6%)
ou de mélange de vitamines Wolin, ainsi que le milieu comprenant du glucose.
Généralement, aprés une période de latence de 2 heures, on observe une augmentation de
la densité optique (D.O.) pendant les premiéres 8 heures d’incubation et par la suite, une
stabilisation de la D.O. Les milieux contenant peu de NH,Cl, et le milieu comprenant

30% de lisier partiellement traité ont montré peu ou pas de croissance.

3.1.3 Microscopie électronique de la souche T3.

L’examen microscopique de la souche T3 apreés coloration négative montre la présence de
longs bacilles mesurant 0.3-0.5 x 3-4 um qui sont généralement réunis en longues chaines
(Figure 7a). Quelques bactéries montrent la présence d’une spore terminale et
déformante. Des images de coupes ultra-minces des bactéries sont présentées en Figure
7b). On observe I’absence d’une membrane externe suggérant qu’il s’agit de bactéries
Gram positives. Des spores libres ou en formation y sont observées. On peut y voir le
noyau, le cortex ainsi que les membranes interne et externe de la spore. La spore libre a

un diametre d’environ 0.7 pm.
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Figure 6. Culture de la souche 60S1b dans différents milieux liquides.

*Tous les milieux sont composés de milieu BSME avec les addiufs mentionnés ci-haut. Le lister
partiellement traité utilisé (lot 2003) a é1€ conservé a 4' C pendant un an avant son utilisation.
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Figure 7. Microscopie électronique de Bacillus T3. a) Grossissement de 17 000X ; b)

coupe ultra-mince, grossissement de 44 000X ; ¢) coupe ultra-mince, grossissement de 88
000X.
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3.1.4 Profil d’acides gras de T3 et 60S1b.

Les profils d’acides gras des souches T3 et 60S1B sont présentés au tableau 10 ainsi que
celles retrouvées dans la littérature concernant des espéces apparentées appartenant a la
famille des Bacillaceae. On observe, pour les souches T3 et 60S1B, que 50.2 et 51.6 %
des acides gras totaux sont retrouvés sous forme d’acide stéarique, alors quaucune autre
des especes mentionnées ne posséde cet acide gras a un niveau aussi élevé. On retrouve
également I’acide gras (14 :0) 2 12.4 % pour 60S1B et I’acide gras (18 :0) a 8.5 % pour la
souche T3. Les genres Geobacillus et Anoxybacillus présentent Iacide iso-
pentadécanoique en majorité, alors que pour les genres Bacillus et Planococcus, 1'acide

anteiso-pentadécanoique prédomine.

3.1.5 Analyse phylogénétique du géne codant pour PARNr 16S de T3 et 60S1b.

Les séquences du gene codant pour I’ARN ribosomal 16s des souches T3 et 60S1B ont
été déterminées puis comparées aux banques de données pour évaluer leur similarité avec
les autres bactéries apparentées (données fournies en appendice 2). L’analyse
phylogénétique des séquences des génes 16S de T3 et 60S1b a permis d’obtenir I'arbre
présenté 2 la figure 8. Ce dernier comprend a la fois des séquences d’espéces n’ayant pas
encore été officiellement publiées, comme les espéces pPD4, pPD7, pPDI12, pPDI4,
Bucillus TATI105, ainsi que des séquences d’espeéces validement publiées provenant de
chaque genre bactérien des Bacillaceae. En regardant la localisation de T3 ct 60S1b dans
I’arbre phylogénétique, on observe qu’elles se retrouvent dans un sous-groupe de
bactéries non-cultivées incluant les souches pPD4 a pPD14 et autres souches inconnues.
Parmi les espéces analysées pour la construction de I’arbre phylogénétique, I'espece
connue la plus rapprochée de T3 et 60S1b est Bacillus circulans avec un pourcentage de
similarité de 91.5%, suivie par Geobacillus thermodenitrificans, Ureibacillus terrenus et

Saccharococcus thermophilus avec un pourcentage de similarit¢ de 90.9%.
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Tableau 10. Comparaison des profils d'acide gras (%) de T3 et 60S1b avec d'autres
espéces de la famille des Bacillaceae.

Acide gras T3 60S1B 1 2 3 4 5 6 7
10:0 —_ 0.30 — — — — — — —
12:0 0.29 0.24 — — — S 6.9 — —
13:0i — S = e 0.2 = — — e
13:0a — — — 5.1 0.8 e — — —
14:0i —_ 0.47 0.4 0.1 4.0 23 — 13.1 10.4
14:0 5.20 12.41 1.8 1.5 29 1.1 7.3 — —
15:0i 3.62 2.57 33.6 39.8 13.9 13.2 38.7 95 38
15:0a 2.43 1.39 1.8 6.4 58.4 40.0 20 30.6 49.7
15:0 425 6.19 23 0.5 1.0 — 0.9 3.1 4.9
15:0 OH — — —_ — = = 03 = —
16:1w7¢ OH — — = — 0.2 — — 8.9 12.1
16:1 wllc — e S = 2.6 48 — 0.7 45
16:0 2-OH — _— — —_ — — — 0.8 —
16:0i 6.51 — 9.5 6.2 44 4.6 2.6 18.5 4.1
16:0 50.18 51.60 11.0 9.2 2.7 10.2 14.5 0.8 1.5
16:0 10-Met — — — — — — — = —
17:1i —_ — — e = = _ — 4.4
17:1a — 0.42 = = = = 0.8 1.3 —
17:1w7¢ 0.75 — — — — _ —
17:1i wl0c — = — — 0.1 1.6 = 0.8 1.7
17:0i 4.31 0.70 26.6 17.1 1.3 7.8 08 S
17:0a 4.04 0.80 73 13.3 4.8 12.2 0.1 44 2.8
17:0 1.97 2.08 29 — — — 0.5 2.5 —_
18:1w9c 1.71 5.57 = -— - — 43 — =
18:1w7¢ — 1.37 — — e e e e —_
18:1wéc 5.07 — — — = e e = —
18:01 — — 0.2 - — — — 2.1 —
18:0 8.49 5.08 1.3 — — 1.0 10.4 — —
18:1 89 —_ — — - — — 43 S —
18:1 81 —_ — — — — — 1.0 == —_
18:2 — — — — — — 2.2 — e
20:0 = = S e e e 0.6 e —
20:4 w6,9,12,15¢ 0.31 1.93 — —_ — — — — —
Somme de 16:1 w7¢/15:0i 1.08 1.23 — — — — — = —
Somme de 18:2 w6,9¢/18:0a | 0.55 2.83 — - — — —_ — e
Sommede 17 :1i1,17:1a B -— — = = 0.3 1.2 = 1.3 —

1: Geobacillus thermodenitrificans (Nazina et al. 2001). 2: Geobacillus stearothermophilus (Nazina et
al.2001); 3: Bacillus circulansDSM11 (Kampfer et al. 1994): 4: Bacillus subtilis IAM 1026 (Venkateswaran
et al. 2003): 5 Anoxybacillus pushchinensis (Pikuta et al. 2000): 6: Planococcus maritimus (Yoon et al.
2003); 7: Planomicrobium chinense (Wang et al. 2005); 8. Bacillus smithi (Bac et al. 2004).

76



Baciilus subtilis 299107
00 Bacillus sporothermodurans U49079
Bacillus oleronius AY988598
Salinibacillus aidingensis AY321436
1 -Tenuibacillus multivorans AY319933
= - Fllobacilius salipiscarius AB194046
—————— Cerasibacillus quisquiliarurm AB107894

98
—d Gracilibacillus halotolerans AF036922

—

- —— Gracilibacillus dipsosauri X82436
Paraliobacilius ryukyuensis AB087828
-Virgibacillus pantothenticus AB03933 1
[ Lentibacillus salicampiAY057394
l —————Halobacillus halophilus X62174
Oceanibacillus iheyensis BAOOO028
———————————Bacillus clausiiAP006627
r —Bacillus smithiZ26935
ﬁ[ — Bacillus niacini AB021194
100,

60!

&

Bacillus bataviensisAJ542508
Bacillus fumaliori AJ581126
r = Bacillus gelatiniAJ809500
Jeotgalibacillus alimentarius AY211114
LL Marinibacillus marinus AB021190
Ureibacillus thermosphearicus AB116123
l ——Exiguobacterium oxidotolerans AB105164
100/ Geobacillus thermodenifrificans AY608964
lﬂ[ ~ | 100 Geobacillus lituanicus AY608945
~ Geobacillus thermoleovorans AJ704828
Saccarococcus thermophilus L09227
{_5_ { Calorbacillus rupii AJ879076
_ _]o_u{ Anoxybacillus flavithermus 226932
Anoxybacillus contaminansAJ551330

‘ { Bacillaceae bacterium NS1-3 AY466703

[ PPD12AF252323

‘ . 6 “L pPD14AF252325
[ 97174

g;} IO_OT ‘ PPD4AF252317

' L pPD13AF252324
PPD7AF252320
‘ Bacillus Tat105 AB066342

I Bacillus circulansY13065
| | Geobacillus thermocloacae 226939

| Ureibacillus terrenus AJ276403
0.01 - Streptococcus thermophilusAY485599

*Les nombres indiqués aux embranchements de I’arbre représentent le nombre de fois ou le branchement a
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Figure 8. Arbre phylogénétique de la famille des Bacillaceae et des souches T3 et
60S1b .
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3.2 Evaluation du potentiel enzymatique des souches constituant notre banque de

bactéries thermophiles.

Le deuxiéme objectif du projet a été de faire une évaluation préliminaire du
potentiel enzymatique des souches de la banque de bactéries thermophiles. Les galeries
API-Zym ont ét€ utilisées comme outil de dépistage d’un large spectre d’enzymes, soit 19
activités enzymatiques différentes sur la totalité des souches de la banque. Les activités
phytasiques, xylanasiques et cellulasiques ont été évaluées sur divers représentants de

chaque espece de la banque tel qu’indiqué dans la section 3.

3.2.1 Galeries API-Zym.

Les résultats obtenus avec les souches d'Ureibacillus thermosphaericus démontrent de
trés bonnes activit€s de phosphatase alcaline, d’estérase (C4), d’estérase lipase (C6), de
leucine arylamidase, d’o-chymotrypsine, de phosphatase acide et d’o-glucosidase
(Tableau 11). Certaines activités sont trés variables d’une souche a I’autre, alors que
I’estérase (C4) montre une forte activité chez toutes les souches d’U. thermosphaericus
testées. Les souches G. thermodenitrificans Sbl et G. toebii Sb2 ont montré la plus
grande diversité d’activités enzymatiques avec une intensité maximale. En plus des
activités mentionnées ci-haut, on observe entre autres des activités de phosphohydrolase,

a-galactosidase, a- et B-glucosidase.

Les résultats des tests effectués avec les souches de Bacillus de la série pPD14 et de B.
thermocloacae sont présentés au Tableau 12. On dénote, pour les bactéries de la série
pPD 14, de fortes activités d’estérase (C4), d’estérase lipase (C8), de leucine arylamidase,
de cystine arylamidase et d’o-chymotrypsine. Les souches de B. thermocloacae
démontrent sensiblement les mémes activités. Toutes les souches de B. thermocloacae
possedent cependant une trés forte activité d’a-glucosidase, et quelques souches montrent

une activité de B-galactosidase.

3.2.2 Recherche de bactéries avec une activité phytase

Comme décrit dans la section 1.2.2.1, le lisier de porc est une substance riche en phytate,

puisque les animaux mono-gastriques ne possédent pas lenzyme nécessaire a sa
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dégradation. De ce fait, nous avions donc de bonnes raisons de croire que des souches de
bactéries thermophiles provenant d’un bioréacteur ayant comme substrat du lisier de porc,
pourraient posséder un géne codant pour une phytase. La phytase recherchée lors de ce
projet a €té une enzyme de la famille des B-propeller, étant donné les caractéristiques
particuliéres de cette famille d’enzyme, et la forte majorité des bactéries de la famille

Bacillaceae dans notre banque.

Tableau 11. Résultat des galeries API-Zym des souches de Ureibacillus
thermosphaericus, de Geobacillus thermodenitrificans (Sb1) , Geobacillus toebii (Sh2)
et de la souche Sb3.

S9 S10 S1t So

uits S 5 113 TG3 RD2 DI D2 D2A Sbl Sb2 Sb3
i 0 0 0 0 0 0 0 0 O O 0O 0 0 0 O0)o0of0 O
yll | 2 0 0 0 4 0 O 3 O 4 5 1 1 11515 3
RIS 4 5 5 4 5 4 4 5 4 S 5 4 4 51414 4
‘o 3 2 43 2 0 45 3 1 5 0 4 5 2 2 31414 2
g0 0 0 0 0 I 0 0 0 O o 0 o0 0 01010 O
3 3 | 3 4 1 5 5 1 4 2 5 213 301 4|55 1
s 0 | 0 0 0 4 I 0 2 O 2 0 0 O Oo|1}|5 O
a0 0 0 0 0 4 1 1 3 1 54 4 0 0 0|34 O
'}y 0 0 0 0 0 2 0 O O O 0o 0 0 0 0|03 O
0 2 0 0 3 5 5 0 5 1 5 5§ 0 0 0|35 3
2 3 2 3 2 3 0 0 3 5 5 5 2 2 0515 4
0O 0 0 02 0 0 0 O 4 0 0 0 0 O0t15]5 2
o 0 0 00 0 0 0 O O 0 0 0 0 0414 O
o 0 0 060 000 0 O 0 0 0 0 o005 O
0o 0o 0 00 0 0 O 0 O 0 0 0 0o O|O0Oj;0 O
05 0 05 0 0 0 0 O 0O 0 O O O ]| 4|54 5
O 0 606 0 0 0 0 0 0 O 0O 0 0 0o o055 3
o0 0 00 0 00 0 O 0o o0 0 0 O0|1]0 O
O 0 0 00 0 0 0 0 O 0O o0 0 0 o0 |30 O
0O 0 0O 00 000 0 O 0O 0 0 0 O0jJO|lO O

No du puits 1: 1émoin : 2 : phosphatase alcaline : 3 : estérase (C4) ; 4 : estérase lipase (C8); 5 : lipase
(Cl4); 6: leucine arylamidase ; 7 valine arylamidasc : 8 : cystine arylamidase ; 9 : trypsine: 10 a-
chymotrypsine ; 11 : phosphatase acide ; 12 : naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase ; 13 : a-galactosidase . 14 :
B-galactosidase ; 15 P-glucuronidase © 16 a-glucosidase ; 17 P-glucosidase : 181 N-acdyl-f-
glucosaminidase : 19 : a-mannosidase : 20 : a-Tucosidase.

0 : pas d'activité ; 5« activité maximale.
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Tableau 12. Résultats des galeries API-Zym des souches de Bacillus sp. et Bacillus
thermocloacae.

Bacillus sp. Bacillus thermocloacae

Puits T3 60S1b 60S2 60S3 60S5 60L4 60L1bb 60L1p 60L2 60L3 60L3 60L7 60L8 60S4

i 0 O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 K 1 3 4 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2
KO 3/2 5 4 5 4 5 5 45 | 5 5 4 4 5 5
4 B 3 3 5 3 2 2 3 3 3 2 2 4 3
Sa 1/0 O 0O 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 HY 1 3 5 4 3 1 1/2 1 2 12 1 1 1
7 K\ 0 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
3 0 O 4 5 2 2 0 0 0 0 0 0 0 o
3 0 0 0 3 0 0 1 0 1 0 3 0 0 1
10 H¢ 1 5 5 4 5 0 0 0 3 0 0 o 0
11 U 2 4 0 0 0 0 0 2 0 0 0 o
iV 0 O 0 4 3 3 0 0 1 0 0 0 0 0
IRl 0 O 0O 0 o 0 0 4 0 0 0 3 0 O
it 0 O 0O o0 o0 0 372 5 2 0 0 5 0 O
15 EUNE 0O 0 o 0 0 0 0 1 1 1 1 1/0
16 QY 5 0O o0 o0 5 5 5 5 5 5 5 5
17 g4 0 0O 0 o 0 1 0 1 3 1 1 1 1
it 0 O 0O o0 o0 0 1/0 0 1 0 0 0 0 0
It 0 O 0 o0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
p/llm 0 O 0o 0 oO 0 0 0 0 0 0 0 0 O

No du puits 1: témoin ; 2 : phosphatase alcaline ; 3 : estérase (C4); 4 : estérase lipase (C8); 5 lipase
(C14); 6: leucine arylamidase ; 7 : valine arylamidase ; 8 : cystine arylamidase ; 9 : trypsine ; 10: a-
chymotrypsine ; 11 : phosphatase acide ; 12 : naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase ; 13 : a-galactosidase ; 14 :
P-galactosidase ; 15: P-glucuronidase ; 16: a-glucosidase; 17: B-glucosidase; 18: N-acétyl- B-
glucosaminidase ; 19 : a-mannosidase ; 20 : a-fucosidase.

0 : pas d’activité ; 5 : activité maximale.

3.2.2.1 Recherche d’activité phytase sur milieux solides.

En se basant sur la capacité des milieux contenant du Ca-phytate 2 montrer Iaptitude des

bactéries a produire une phytase, plusieurs souches de chaque espece de la banque de
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bactéries ont été inoculées sur ces milieux. Aucune apparition de zone claire autour des
colonies n’a été observée suggérant que nos souches ne produisent pas de phytase. Ces
résultats nous ont conduits a utiliser des échantillons prélevés du bio-réacteur thermophile
comme source potentiel de bactéries productrices de phytase. Une fois de plus, aucune
zone claire n’a été observée lors de ces essais. L utilisation d’un autre inducteur, soit le
son de blé, fréquemment utilisé pour la production de phytase, a €té expérimentée.
Différents enrichissements 2 partir de la biomasse du bioréacteur dans des milieux
contenant du son de blé ont été effectués en conditions thermophiles, puis ensemencés sur
les milieux solides appropriés, tels que déja décrits. De ces milieux, trois souches
bactériennes ont été isolées en culture pure et ajoutées a notre banque de bactéries
thermophiles, soient Sbl, Sb2 et Sb3. Les souches Sbl et Sb3 sont les seules souches a
avoir produit une zone claire autour des colonies sur les milieux solides contenant du Ca-
phytate, ces derniéres étant issues de I’enrichissement au son de blé a base de milieu
BSME-PP2-NH,C|. Bacillus subtilis DS11 et Bacillus licheniformis (ATCC 10716) ont
servi de témoin positif pour prouver I'efficacité de notre méthode. Seul Bacillus

licheniformis a produit une légere zone de décoloration sur les milieux solides.

La souche Sbl se présente comme un bitonnet moyen Gram positif formant de longues
chaines. Aucune formation de spore n’a pu étre observée. En analysant la séquence
d’ADN du géne codant pour I’ARN ribosomal 168, cette bactérie a été identifi€¢e comme
faisant partie de I’espéce Geobacillus thermodenitrificans. La souche Sb2 est un long
bacille Gram positif produisant des spores en position terminale. L’analyse de la séquence
codant pour I’ARN ribosomal 16S révele I’appartenance de Sb2 a ’espece Geobacillus
toebii. La coloration de Gram effectuée sur la souche Sb3 la montre comme un court
bacille Gram positif pouvant sporuler. Les trois souches présentent une morphologie

coloniale semblable. Les colonies sont larges, blanchitres et rugueuses.

3.2.2.2 Essai enzymatique de la phytase et dosage colorimétrique des phosphates.

La présence de zones claires autour des colonies des souches Sbl et Sb3 ayant été
observées sur milieu solide contenant du Ca-phytate, des essais ont €té effectués a partir

de culture liquide pour confirmer la présence de phytase. Les surnageants de culture de
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Bacillus subtilis DS11, Bacillus licheniformis (ATCC 10716), Sbl et Sb3 dans un milieu
contenant du son de bl€ ont été utilisés pour I’essai enzymatique décrit a la section
2.33.4. La libération de phosphates a alors été mesurée. Aucune augmentation de
phosphate n’a ét€ observée au cours de nos essais enzymatiques pour Sbl et Sb3 (figure
9). Bacillus subtilis DS11 et Bacillus licheniformis ont servi de témoins positifs comme
souches productrices de phytase. Dans les conditions utilisées, seul Bacillus subtilis a
présenté une activité enzymatique ou I’on a observé la production de phosphate. Ces
résultats suggérent que les souches Sbl et Sb3, du moins dans les conditions de culture

utilisées, ne produisent aucune phytase.
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DOSb1 @Sb3 OBacillus subtilis

Figure 9. Concentration en phosphate mesurée lors de I’essai enzymatique des
surnageants de culture apres 24 et 48h d’incubation des souches Sb1, Sb3 et Bacillus
subtilis DS11 .

3.2.2.3 Recherche d’un géne codant une phytase par PCR dégénéré.

L’absence de production d’activité phytase ne signifiant pas qu’il y ait absence du géne
dans les bactéries, ce dernier a été recherché directement par I’utilisation d’amorces de
PCR dégénérées. Ces dernicres, fabriquées selon les séquences consensus de plusieurs

phytases de type B-propeller, devaient étre en mesure d’amplifier lors de la réaction de



PCR, un fragment de 560Kb du géne de la phytase désirée du génome de la bactérie. Tel
qu’illustré sur la figure 10 a) et b), aucun amplicon de cette taille n’a €t€ observé apres
PCR pour I’ensemble des échantillons testés, et ce, méme apres un PCR niché sur les
échantillons provenant du lisier brut, du lisier partiellement traité a 60°C et de
I’enrichissement au son de blé, échantillons qui semblaient avoir une trace de 1’amplicon
désiré. Par contre, les amorces ont été testées avec succeés sur les deux souches de
Bacillus publiées comme étant productrices de phytase (Figure 10 c). En conclusion,
aucun géne codant pour une phytase n’a été détecté dansla banque de bactéries

thermophiles, ni des différents échantillons de lisier testés selon les conditions

d’expérimentation utilisées dans ce projet.

1) souche 60S3: 2) RD2; 3) S8; 4) Soll3; 5) Sbl; 6) Sb2; 7) Sb3; 8) lisier traité ; 9) enrichissement au son
de blé ; 10) lisier brut; 11) B. licheniformis; 12) B. subtilis.

Figure 10. a et b) Résultat de I’amplification du géne codant pour la phytase sur les
différents échantillons testés. c) Amplification des génes de la phytase de Bacillus
DS11 et de Bacillus licheniformis.

3.3 Recherche de xylanase.

3.3.1 Détection d’activité xylanase sur milieux solides.

Les souches suivantes cultivées sur milieu solide contenant du xylane ont produit une
zone claire autour des colonies apres coloration du milieu au rouge Congo, ce qui suggere

une activité de xylanase : 60S2-3, 60S5, 60L4, 60L1bb, 60L2, 60L7, 60S4, D2A, D1-2,
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S2-86, S8-11, Soll13. Le surnageant de culture des espéces Sbl, Sb2, Sb3, D2A, Sol13,
S6, 60S2 cultivé sur milieu BHI contenant 0.1% de xylane d’avoine a été dépos€ dans des
puits d’une gelose RBB-xylane et incubés 18h afin de vérifier I’activité enzymatique.
Seuls les surnageants 24h de D2A et SB1 ont produit une zone claire stable lorsque leur

activité de xylanase a été testée sur gélose RBB-xylane (Figure 11).

Figure 11. Test d’activité xylanase d’un surnageant de culture de la souche Sb1.

3.3.2 Caractérisation de I’activité xylanasasique de Geobacillus thermodenitrificans
Sh1.

Suite aux résultats obtenus a la section précédente, I’activité de xylanase de la souche Sbl
a été sélectionnée pour une caractérisation préliminaire. La température et le pH optimal
ainsi que la stabilité de I’enzyme en présence ou en absence de xylane, ce dernier étant le
substrat naturel de 1’enzyme, ont été déterminés en utilisant un concentré (10X) de
surnageant de culture de la souche Sbl, I’activité de xylanase étudiée étant une enzyme
extracellulaire. Aucune purification, ni optimisation de production de I’enzyme n’ont été
effectuées. L’activité xylanasique du mélange d’enzyme utilisé pour les essais suivants

était de 10.6ULl/mg de protéines.
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Figure 12. Effet du pH sur Pactivité de la xylanase de G. thermodenitrificans Sbl.
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Figure 13. Effet de la température sur Dactivité de la xylanase de G.
thermodenitrificans Sb1.

Selon la figure 12, le pH optimal de la xylanase de la souche Sbl serait de 6.5 bien
qu’une bonne activité ait été observée dans la zone de pH testée, soit entre 6.0 et 8.0. De

plus, I’enzyme posséderait une température optimale d’activité voisine de 70°C tout en

conservant 80% de son activité a 80°C.
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La stabilité de I’enzyme a été évaluée selon la présence ou I’absence du substrat de la
xylanase, le xylane. La stabilit€¢ en présence de xylane a été évaluée en mesurant
I’apparition de sucres réducteurs dans le temps dans le mélange total. La quantité de
substrat utilisée dans le test était en concentration non limitante. La stabilité en absence
de xylane a, quant a elle, €t€ évaluée en mesurant I’activité enzymatique par 1’apparition
de sucres réducteurs au cours d’essai d’une durée de 10 minutes, ’enzyme ayant
préalablement été exposée un temps prédéterminé a la température désirée. Seulement
2.5mM de sucre réducteurs ont été libérés, confirmant que la concentration en substrat

était encore suffisante a la fin de ’essai enzymatique pour protéger les enzymes actives.

y = 0,1636x + 0,289
R?=0,9019

0 5 10 15
Temps (heures)

Concentration en sucres réducteurs
(mM)
-
™

Figure 14. Stabilité de ’activité de xylanase a 70°C en présence de xylane.
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Figure 15. Stabilité de ’activité xylanasique a 70°C en absence de xylane.

On observe que la xylanase lorsqu’incubée a 70°C en présence de son substrat, présente
une activité optimale sans diminution pendant les 14 heures testées (figure 14). En
absence de substrat, une baisse d’activité de 1’enzyme est observée en fonction de la
durée d’incubation (figure 15). Dans les conditions utilisées, le temps de demi-vie de

I’enzyme, estimé a partir de la courbe de tendance, est de 45.3 minutes.

3.4 Recherche de I’activité cellulasique.

Les souches de notre collection ont été testées pour la production de cellulase sur
milieu solide approprié contenant du carboxyméthylcellulose. Les souches suivantes ont
montré une zone claire autour des colonies suite a la coloration au rouge Congo suggérant
la présence d’une activité cellulasique : 60S2-3, 60S5, 60L4, 60L1bb, 60L2, 60L7,
60S1b, TG3, D2A, RD2, D1-2, S2-6, S8-11 et Soll3. Des surnageants de culture
concentrés 6 fois aprés induction avec, soit du carboxyméthylcellulose a viscosité
moyenne, soit de I’avicel pH 101 ou de I’avicel pH 105, ont €té préparés pour les souches
60S2, 6014, S6, D2A, SB1, SB2 et SB3. Aucune activité cellulasique n’a été détectée lors
des essais enzymatiques utilisant le carboxyméthylcellulose a viscosité faible comme
substrat. Suite a ces résultats, nous avons délaissé notre étude des cellulases pour nous

concentrer sur une autre enzyme potentiellement intéressante.
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3.5 Etude de I’activité de B-glucosidase de Geobacillus thermodenitrificans Sbl.

Les résultats de la galerie API-Zym effectuée sur G. thermodenitrificans Sb1 avaient
montré une forte activité (niveau 5) de B-glucosidase. Cette enzyme a donc été étudiée
plus en profondeur. La production de I’enzyme a été effectuée en milieu liquide TSB
contenant 0.1% de cellobiose. Aucune activité n’a été détectée dans le surnageant des
cultures mais était retrouvée dans I’extrait cellulaire obtenu aprés traitement aux
ultrasons, suggérant que I’enzyme était intracellulaire. Aprés fractionnement cellulaire et
isolement des fractions cytoplasmiques et membranes, I’activité a principalement été
détectée dans la fraction cytoplasmique. Aucune purification de I’enzyme n’a été
effectuée sur la fraction cytoplasmique présentant une activité, et aucune optimisation de

la production de I’enzyme n’a ét€ tentée.

3.5.1 Caractérisation de Pactivité de B-glucosidase de SB1.

Le pH et la température optimaux de I’activité B-glucosidasique de SB1 ont été évalués
selon le protocole décrit a la section 2.3.5.2 avec le lysat bactérien brut ou avec la fraction
cytoplasmique, respectivement. La stabilité de I’activité enzymatique été testée en
présence ou en absence du substrat, le pNPG en concentration non limitante, aux
températures et pH optimaux d’activité de ’enzyme (figures 18 et 19), soit A pH 7 et a
90°C, tel que présenté aux figures 16 et 17. Dans les conditions testées, I’activité
enzymatique peut rester stable jusqu’a 8 heures d’incubation lorsque mise en présence du
substrat (figure 18). Cependant, en absence de ce dernier (figure 19), elle subit une forte
diminution d’activité, soit 34.9% dans les S premieres minutes d’incubation, et continue
de décroitre, mais a un rythme plus lent dans le temps, démontrant une plus faible
stabilité a la chaleur en I’absence de substrat, mais tout en conservant une certaine activité

apres 2 heures d’incubation.
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Figure 16. Effet du pH sur activité de la B-glucosidase effectué avec un extrait brut

de G. thermodenitrificans Sb1l. L’activité de la préparation était de 0.32Ul/mg de
protéines.
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Figure 17. Effet de la température sur l'activité de la B-glucosidase retrouvée dans

la fraction cytoplasmique de G. thermodenitrificans Sbl. L’activité de la préparation
était de 0.49Ul/mg de protéines.
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Figure 18. Stabilité de Dactivité de PB-glucosidase retrouvée dans la fraction
cytoplasmique de G. thermodenitrificans SB1 incubée a 90°C en présence de
substrat. L’ activité de la préparation était de 0.32Ul/mg de protéines.
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Figure 19. Stabilité de Dactivité de B-glucosidase retrouvée dans la fraction
cytoplasmique de G. thermodenitrificans SB1 incubée a 90°C en absence de substrat.
L’activité de la préparation était de 0.32ULl/mg de protéines.
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3.5.2 Zymogrammes de la B-glucosidase de SB1.
Dans le but d’identifier et d’isoler la B-glucosidase parmi les protéines retrouvées dans la

fraction cytoplasmique, des zymogrammes ont €té effectués apres €électrophorése dans un
gradient de pH, ou en condition dénaturante en présence de SDS. L’enzyme présente dans
le gel, en clivant le substrat chromogéne fourni (MUG ou pNPG), aurait €té mise en
évidence par I’apparition de fluorescence (avec le MUG comme substrat), ou d'une
coloration jaunitre (avec du pNPG comme substrat) a son emplacement dans le gel apres
une période d’incubation avec son substrat. Aucune zone de fluorescence n’a été observée
sur le gel IEF incubé a 60°C avec une solution de MUG, ni sur le gel de polyacrylamide
aprés électrophorése en présence de SDS et incubé a 80°C. De méme, aucune apparition
de coloration jaunatre n’est apparue sur le gel de polyacrylamide en présence de SDS
incubé avec du pNPG a 60°C. Les gels ont €té observés aux 15 minutes. Apres
incubation, durant la nuit, du gel IEF, une coloration subséquente au bleu de Coomassie a
révélé que la totalité des protéines avaient diffusées hors du gel. La figure 20c montre
cependant que la majorité des protéines sont demeurées dans le gel SDS apres le méme
temps d’incubation. Comme aucune activité n’a été détectée dans les conditions utilisées,
il n’a donc pas été possible d’identifier la protéine responsable de I’activité de B-
glucosidase de nos préparations, et de déterminer son poids moléculaire et son point

isoélectrique.
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Figure 20. Coloration au bleu de Coomassie des protéines des zymogrammes de la

fraction cytoplasmique de SB1. a) Ge! IEF, b) gel SDS de la fraction cytoplasmique de SB1, ¢) gel
SDS aprés incubation overnight (o/n) a4 80°C dans une solution de MUG ou de pNPG.
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4. Discussion
4.1 Caractérisation de Bacillus T3 et 60S1b.

La souche T3 se présente comme un bacille isolé ou en filament, non flagellé, ayant un
contenu en G+C de 43.6 mol%, donnant une coloration négative au Gram, mais ayant une
paroi de type Gram positive telle que révélée par I’examen de coupes ultraminces en
microscopie €électronique. De plus, T3 ayant un pH optimal de croissance de 8.0-8.5 et
une température de croissance supérieure a 60°C, cette derniére entrerait dans la catégorie
des bactéries thermophiles alcalitolérantes, selon la définition donnée par Wiegel et
Kevbrin (2003). Ces caractéristiques phénotypiques sont apparentées a celles retrouvées
dans le genre Bacillus qui est, par ailleurs, un genre regroupant une tres forte diversité

phénotypique et métabolique parmi ses membres.

L’arbre phylogénétique, construit a partir des similarités de séquences du géne codant
pour I’ ARNr 16S entre les souches T3, 60S1b et d’espéces de chaque genre de la famille
des Bacillaceae, montre que T3 et 60S1b ne se regroupent avec aucune bactérie des
genres représentés. De plus, en comparant la séquence du geéne 16S de T3 avec les
banques de données de NCBI, cette derniére ne serait qu’a 93% similaire a I’espece
publiée la plus pres, c’est-d-dire, Bacillus thermoamylovorans. Des séquences de 1430
nucléotides du géne 16S de T3 et 60S Ib ont été comparées aux représentants de différents
genres bactériens de la famille des Bacillaceae (données en appendice 2). Les
pourcentages de similarité avec les différents genres se situent entre 87 et 91.5%, ce qui
permettrait d’émettre I’hypothése que T3 serait la représentante d’un nouveau genre
bactérien des Bacillaceae. Ce genre pourrait inclure le groupe de bactéries non
caractérisées, voisin des souches T3 et 60S1b telles qu’observées dans I'arbre
phylogénétique. Parmi ces derni¢res, se trouve pPDI4 identifié¢e d’un compost
synthétique thermophile ol elle était la bactérie la plus abondante (Dees et Ghiorse,
2003). Ces bactéries représentaient 6% des clones obtenus du réacteur aérobie
thermophile traitant le lisier de porc lors de I’étude présentée par Tremblay (2003). Les
bactéries T3 et pPD14 auraient un pourcentage de similarité s’élevant a 99%, bien que la

séquence compléte de pPD 14 ne soit pas disponible.
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Sur le plan morphologique, la souche T3 est semblable (0.3-0.5 x 3-4um) en taille 2 B.
thermoamylovorans (0.4-0.5 x 3-4 pm), mais est légerement différente de G.
thermodenitrificans (0.5-1 x 1.5-2.5 pm) qui est un bacille plus court et plus large. B.
thermoamylovorans ne produit pas de spore, alors que G. thermodenitrificans produit une
spore terminale ou subterminale qui ne déforme pas le sporange (Manachini et al, 2000),
alors que chez Ureibacillus terrenus, les spores sont déformantes tout comme pour la
souche T3. En ce qui concerne leurs contenus en G+C, B. thermoamylovorans et U.
terrenus ont une valeur inférieure a T3 (43.6 mol%), avec respectivement 38.8 (Combet-
Blanc et al, 1995) et 39.6 mol%, contrairement a G. thermodenitrificans qui contient 50.5

mol % (Fortina et al, 2001).

En ce qui concerne les acides gras, on remarque que nos souches possédent 58.7% de
I’ensemble des acides gras sous forme de 16 :0 et 18 :0 pour T3, et 64.0% du total d’acide
gras sous forme de 16 :0 et de 14 :0 pour 60S1b. Les deux isolats possédent tous deux
plus de 50% de leur composition en acide gras total sous forme de 16 :0. Parmi d’autres
genres de bactéries thermophiles, les Bacillus de groupe 5, récemment reclassifiés dans le
nouveau genre Geobacillus, sont des bactéries possédant en majorité des iso-acides gras
de type 115 :0, 116 :0 et 117 :0 (Nazina et al, 2001). Le pourcentage élevé (plus de 50%) en
16 :0 pour les souches €tudiées est significativement différent de celui rencontré pour les
genres Thermobacillus et Paenibacillus, avec des pourcentages variant de 8.1-28.0% pour
cet acide gras (Touzel et al, 2000). Selon Claus et Berkeley (Mair, 1986), les acides gras
150 ou anteiso 12:0 et 17:0 seraient prédominants dans le genre Bacillus. Ceci démontre
donc une forte diftérence entre le profil de nos souches et celui de différents représentants
de genres de la famille des Bacillaceae. En plus de la température d’incubation, le milieu
de croissance influe énormément sur la composition des acides gras, il serait important de
réévaluer le profil d’acide gras des souches T3 et 60S1b lorsqu’un milieu de culture plus

traditionnel aura été mis au point.

Le milieu de culture, tant solide que liquide, qui a permis la meilleure croissance des

souches T3 et 60S1b a €€ un milieu fabriqué a partir de lisier de porc partiellement traité
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obtenu en 2003. Ce milieu a été utilisé initialement pour I’isolement des bactéries et,
ultérieurement, pour effectuer une caractérisation préliminaire des souches. Ce milieu
répandait une trés mauvaise odeur et ne pouvait, a cause de sa variabilité et de la
difficulté d’obtention (le traitement bio-thermophile auquel le lisier est soumis pouvant
étre variable selon le lisier de départ, et les différentes conditions retrouvées dans le bio-
réacteur), &tre utilisé de routine ou comme milieu de référence. Les essais effectu€s dans
le but de remplacer le lisier ont donné des résultats trés mitigés. Les milieux classiques
(BHI, TSA, Bouillon nutritif, gélose Columbia) n’ont pas donné de croissance
satisfaisante. Les seuls milieux ayant donné une certaine croissance, bien que limitée, ont
été un milieu (BSME) utilisé pour les bactéries du genre Thermus qui avait été enrichi
avec du peptone 2%, un mélange de vitamines de Wolin ou de NH4Cl. Les essais
effectués en milieu liquide ont aussi montré une croissance trés limitée. Les conditions de
culture utilisées (agitation, rapport volume de milieu/volume du flask) ne sont pas en
cause, puisqu’une croissance donnant une D.O. de 2.0 avait été obtenue antéricurement
dans le laboratoire, 3 maintes reprises, avec les souches T3 et 60S1b, a partir d’un milieu

composé de lisier partiellement traité (lot 2003), en utilisant les mémes conditions.

Claus et Berkeley (Mair, 1986) dans leur revue sur le genre Bacillus, avaient noté que
certaines especes avaient des besoins trés particuliers. Ainsi Bacillus fastidiosus
nécessitait la présence d’allantoin ou d’acide urique pour leur croissance, alors que
Bacillus pasteurii avait besoin de NH4Cl. L’ajout de NH4Cl au milieu de croissance de la
souche T3 stimulait sa croissance, en comparaison au milieu contenant uniquement du
protéose peptone no3. L’ajout de NH4Cl au milieu BSME, additionné du mélange
vitaminique de Wolin, ne produisait aucun effet positif supplémentaire. Toutefois, les
essais en milieu liquide ont montré que les milieux contenant du NH,4CI n’€taient peu ou
pas efficace 2 soutenir leur croissance. Cependant, il a été not€ qu’une augmentation de la
croissance se produisait lorsque la quantité de NH4Cl ajoutée €tait plus €levée. Ftant
donné que la volatilisation de I’azote ammoniacal augmente avec le pH et la température,

il est possible qu’une certaine quantité ait été perdue lors de I’incubation.
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Selon Siiriicii (1999), la croissance des bactéries thermophiles nécessiterait la présence de
quelques vitamines et acides aminés supplémentaires par rapport aux besoins nutritifs des
bact€ries mésophiles. Le besoin en vitamines et en acides aminés varierait selon la
température de croissance des bactéries thermophiles. La méthionine étant I’acide aminé
ayant €t€ démontré comme étant essentiel pour la croissance des bactéries lors de cette
€tude, son ajout, dans les milieux liquides expérimentés, a permis une certaine croissance
de la souche 60SIb qui s’est toutefois trés rapidement arrétée. De plus, la forte
concentration de protéose peptone utilisée dans les différents milieux de culture
expérimentés aurait dii suffire comme source d’acides aminés, si ces derniers étaient
I’élément manquant nécessaire 4 la croissance des souches. De plus, le fer, le magnésium
et le calcium seraient également des nutriments essentiels aux bactéries thermophiles
(Siirticti, 1999). Toutefois, chacun de ces éléments étaient présents dans le milieu BSME.
Pour tous les essais de croissance en milieu liquide, on observe que la croissance plafonne
tres rapidement. 11 semble donc évident qu’un élément essentiel i la croissance de T3 et

60S Ib n’était pas présent, ou I’était en faible quantité dans les milieux utilisés.

Comme les premiers lots de lisier partiellement traité (lot 2003) permettaient une bonne
croissance des souches, il semble donc que ce milieu contiendrait des éléments
nécessaires a leur croissance. Ces derniers seraient résistants aux conditions utilisés lors
de la stérilisation du lisier par autoclavage. Malheureusement, comme le lisier prélevé en
2005 n’a pas pu soutenir la croissance de la souche T3, nous n’avons pas pu rechercher
ces composés dans ce lisier. Bien que non caractérisé, le lot 2005 semblait différent des
lots antérieurs par son apparence (odeurs, couleur...). Afin de compléter cette étude, il
serait intéressant de réévaluer la capacité d’autres lots de lisier a faire croitre les souches.
Advenant une bonne croissance des souches, des extractions a différents pH de la fraction
organique du lisier pourraient étre effectuées afin d’évaluer la capacité de ces dernieres,
ainsi que des fractions inorganiques a promouvoir la croissance de T3 et 60S1b. Une
caractérisation plus poussée de(s) fraction(s) active(s) nous permetirait peut-&tre

d’identifier un (des) élément(s) essentiel(s) a leur croissance5.
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4.2 Evaluation du potentiel enzymatique de la banque de bactéries thermophiles.

Les essais effectués avec les galeries API-zym ont permis de mettre en évidence plusieurs
activités enzymatiques pour toutes les souches testées. Les résultats obtenus sont fonction
des conditions utilisées lors des essais : milieu de croissance, état physiologique des
bactéries, pH et température d’incubation des galeries. Pour les souches de Bacillus sp,
comme le milieu de culture utilisé pour produire la biomasse nécessaire pour I’utilisation
des galeries n’était pas idéal, il est possible que d’autres activit€s enzymatiques soient

détectées en utilisant un milieu plus propice a leur croissance lorsque celui-ci sera connu.

Comme les bactéries évaluées sont toutes thermophiles, les galeries ont été€ incubées a des
températures de 60°C. Des conditions thermophiles (70°C) ont déja été utilisées avec
succes, notamment pour la recherche de nouvelles activités enzymatiques des bactéries du
genre Thermus (Berger et al, 1995). Pour une espece donnée, on observe une certaine
similitude entre les souches testées, quoique des différences pour certaines enzymes ont
aussi €té observées. Ces différences témoignent qu’il y a une bonne diversité entre les
souches isolées. Toutes les souches de Bacillus thermocloacae ont montré une activité
maximale de a-glucosidase, alors que deux souches seulement ont montré une activité de
B-galactosidase. A notre connaissance, aucune étude n’a été effectuée sur le potentiel
enzymatique de B. thermocloacae depuis la publication officielle de I’espece en 1989
(Demharter et Hensel, 1989). Parmi les souches testées, signalons que G.
thermodenitrificans Sb-1, qui a été 1solée au cours de ce travail apres enrichissement en
présence de son de blé, montre plusieurs activités enzymatiques tres intéressantes. Entre
autre, des activités maximales de phosphatases acide et alcaline et naphtol-ASD-BI-
phosphohydrolase sont observées, pouvant laisser croire qu’elle pourrait aussi secréter
une activité phytase. D’importantes activités de o-galactosidase, a-glucosidase, -
glucosidase et a-mannosidase ont aussi ét€ détectées; trois enzymes de G.
thermodenitrificans ont déja été caractérisées plus en profondeur, une a-glucosidase,
une a—amylase (Ezeji et al, 2005) et une endo-arabinase ont été produites et isolées.
L’endo-arabinase de G. thermodenitrificans posséde une activité maximale a des
températures se rapprochant de 70°C, et une demie vie de 4h a 75°C (Takao et al, 2002).

G. thermodenitrificans semble donc étre une bonne source d’enzymes thermoactives et
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thermostables digne d’étre étudiée plus en profondeur. Geobacillus toebii Sb2 a
€galement montré un grand nombre d’activités enzymatiques maximales sur les galeries
Api-Zym, démontrant par le fait méme un fort potentiel enzymatique. Aucune étude n’a
été effectuée sur la capacité de cette espéce a produire des enzymes d’intérét depuis son

isolement (Sung et al, 2002).

Comme mentionné dans la revue bibliographique, plusieurs avantages sont reliés 2
I"utilisation d’enzymes thermophiles dans différents procédés industriels. En premier lieu,
a des températures €levées, les risques de contamination par des bactéries pathogénes sont
grandement diminués. Ensuite, d’autres facteurs comme une viscosité réduite des fluides,
un taux de transfert de masse et de chaleur amélioré, et une meilleure dissolution des
substrats sont également appréciables (Bruins et al, 2001). En particulier, une dissolution
améliorée des substrats peut étre utile dans les réactions d’hydrolyse inverse dans I’eau.
La B-glucosidase est une enzyme fréquemment utilisée pour sa capacité d’hydrolyse
inverse qui permet la création d’aryl-glucosides. L’utilisation des enzymes thermophiles
est encore plus ou moins répandue, mais tout laisse indiquer une trés forte augmentation
dans ce secteur de I'industrie dans les années a venir (Bruins et al, 2000). Plusieurs
classes de protéines inclues dans la galerie Api-Zym sont considérées comme ayant un
fort potentiel industriel, telles les estérases. les lipases, les glucosidases et les protéases

(Dermijiran et al, 2001).

4.2.1 Caractérisation de ’activité B-glucosidasique de Geobacillus
thermodenitrificans SB1.

L’activité de type B-glucosidase étudiée au cours de ce projet peut étre classifiée dans la
catégorie des enzymes hyperthermophiles, de par sa température optimale d’activité qui
se situe & 90°C, selon la définition fournie par Bruins, Janssen et Boom (2001). La
température optimale d’activit€ de I'enzyme se compare a celles obtenues de P-
glucosidases isolées de microorganismes hyperthermophiles, tels Thermotoga et
Pyrococcus a des températures avoisinant les 90-95°C et 100-105°C respectivement. La
stabilité de ces enzymes varie de 6 a 18 h de temps de demi-vie pour les B-glucosidases

de Thermotoga, et de 15 a 85h pour Pyrococcus. Par mutagenese dirigée, Gonzalez-
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Blasco et al. (2000) sont parvenus 2 modifier une B-glucosidase possédant un temps de
demi-vie de 15 minutes 3 35°C, et ne possédant aucune activité a 55°C, afin que cette
derniére posséde un temps de demi-vie de 12 minutes a 65°C. Ceci démontre I’avantage
de travailler avec une enzyme possédant déja une thermostabilité et un optimum de
température €élevé. 11 serait intéressant d’étudier sur une période plus longue, et a des
températures plus élevées, la stabilité de la B-glucosidase de G. thermodenitrificans. La
présence du substrat de ’enzyme a su protéger I’activité de cetie derniere dans les
conditions de températures utilisées. Méme en absence de son substrat, la B-glucosidase a
conservé une activité aprés une perte importante d’activité dans les premié€res minutes
d’incubation. Des ¢études de certains paramétres cinétiques de I'enzyme purifiée,
lorsqu’incubée 2 des températures extrémes, pourraient permettre de comprendre les
changements apportés sur I’affinité de I’enzyme pour le substrat, et la vitesse de la

réaction.

La grande stabilité de I’activité de B-glucosidase isolée nous laissait espérer qu’elle aurait
pu résister aux conditions dénaturantes rencontrées lors d’une €lectrophorese en
conditions dénaturantes et donner une réponse positive au zymogramme. Une réponse
positive nous aurait permis d’identifier une bande, et d’obtenir des séquences peptidiques
aprés analyse en spectrométrie de masse, et, d’isoler, cloner et séquencer le gene
responsable. Plusieurs des B-glucosidases hyperthermophiles connues sont composées,
soit de monomeres, de dimeéres ou de tétrameres (Bhatia et al, 2002). Comme aucune
activité n’a été détectée lors des expériences de zymogramme, on peut €mettre
I’hypothése que I’enzyme native serait constituée de plusieurs sous-unités qui auraient éte
séparées lors des électrophoréses en conditions dénaturantes. Pour poursuivre I’étude de
cette enzyme, il serait 2 considérer d’optimiser, dans un premier temps, les conditions de
production par la bactéric pour éventuellement la purifier selon les méthodes
biochimiques traditionnelles. 1l serait également possible d’isoler le géne codant pour
I’enzyme, et de I’insérer dans un hdte mésophile capable de produire I’enzyme en grande
quantité pour faciliter sa production et son isolement. 1l est intéressant de remarquer
I’écart de 30°C entre la température optimale de croissance du microorganisme, et la

température optimale d’activité de sa B-glucosidase. Le pH optimal de I’enzyme isolée se
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situe dans I’échelle normale des pH observés pour I’ensemble des B-glucosidases (Bhatia

et al, 2002).

Plusieurs applications industrielles peuvent étre envisagées pour la B-glucosidase de G.
thermodenitrificans en considérant ses caractéristiques mises a jour au cours de ce projet.
L’activité transglucosidasique et d’hydrolyse inverse de la B-glucosidase nécessitent
souvent une température de réaction €levée, étant donné la faible solubilité de I’accepteur
ou donneur glucoside, tel que mentionné plus haut (Nagatomo et al, 2005). La synthése
enzymatique de glycosides est une avenue intéressante, du point de vue industriel de par
la pureté des composés obtenus. Fisher et al. (1996) ont démontré une forte activité de
transglucosylation a partir d’alcools organiques primaires et tertiaires, ainsi que des
alcools organosilicones primaires et tertiaires comme aglycones, et de cellobiose comme
donneur de glucose. Les organosilicones possédent un potentiel d’applications au niveau
des composés agrochimiques et de production de drogues (Fischer et al, 1996). De plus,
I"action hydrolytique de la B-glucosidase sur des glucosides phénoliques ou sur des
glucosides phytoestrogenes libére la partie aglycone du glucoside, qui peut étre utilisée
dans les domaines médicaux, en recherche biomédicale et alimentaire (Bathia et al, 2002).
On note également un besoin en B-glucosidases thermostables et résistantes a I’inhibition
par le glucose pour les procédés de saccharification. Lors d’essais futurs, il serait
intéressant de tester la capacité de transglucosylation ou d’hydrolyse inverse de I’activit
de PB-glucosidase de G. thermodenitrificans SB1, ainsi que de tester la diversité de

substrats acceptés par I’enzyme dans ses différentes activités.

4.2.2 Caractérisation de Pactivité de xylanase de Geobacillus thermodenitrificans
SB1.

L’activité xylanasique étudiée chez G. thermodenitrificans SB1 entre elle, aussi, dans la
catégorie des thermozymes. Il existe une trés grande diversité de xylanases produites par
un grand nombre de microorganismes thermophiles, psychrophiles, alcaliphiles et
acidophiles. Ayant une bonne thermostabilité, I’activité de xylanase étudiée au cours de
ce projet pourrait avoir un potentiel intéressant pour certaines applications commerciales,

dont le blanchiment de la pite de papier, la production de glycosides et
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d’oligosaccharides, et la bioconversion de différentes substances en présence de différents
traitements de chaleur et de pH (Collins et al, 2005). En effet, étant toujours active a plus
de 75% de son activité maximale a pH 8, ’activité de xylanase isolée au cours de ce
projet semble bien résister aux conditions alcalines, tout en étant plus active a pH 6.5.
Conservant 100% de son activité initiale aprés 12h d’incubation a 70°C, I’enzyme peut
étre considérée pour des applications impliquant un long temps de réaction. D’autres tests
devront étre effectués pour connaitre vraiment son efficacité dans différentes conditions.
La xylanase isolée de Thermomonospora fusca s’est établie comme I'une des xylanases
les plus stables, puisqu’elle maintient 96% de son activité maximale apres 18h
d’incubation 2 75°C (Shibuya et al, 2000). En comparaison, les xylanases de
Streptomyces lividans sont trés peu stables au-dela de 37°C. Dans le procédé de
blanchiment enzymatique de pate de papier, la xylanase n’a pas besoin d’étre purifiée,
mais doit étre exempte de cellulase, et active et stable 2 hautes températures et a pH
alcalin (Collins et al, 2005). Aucune activité cellulasique n’a pu étre détectée dans le
surnageant de culture de G. thermodenitrificans SB1. 1l est également possible qu’il y ait
plus d’une xylanase dans le surnageant de culture testé, étant donné que la multiplicité de
xylanases produites par un méme microorganisme n’est pas chose rare (Black et al, 1997;
Biely et al, 1993). Un nombre élevé d’enzymes ont auparavant €t€ testées pour leur
efficacité dans le blanchiment de la péte de cellulose. Les xylanases peuvent également
étre employées, comme les B-glucosidases, pour leur activité de glucosynthases (Shallom
et Shoham, 2003). 1l faudrait alors tester la diversité de substrats acceptés par I’enzyme

pour remplacer le nucléophile de la réaction.

4.2.3 Recherche de Pactivité phytasique.

Parmi les 3 classes de phytases connues (histidine acides, pourpres acides et [3-propeller),
ce sont les phytases de type B-propeller produites par différentes especes de Bacillus qui
ressortent comme étant les plus intéressantes pour les applications d’alimentation
animale. En effet, ces derni¢res possédent une bonne spécificité de substrat, étant plus
spécifiques que les phosphatases en général. Elles possédent également une forte
thermostabilité et un pH neutre d’activité (Tye et al, 2002). Le calcium serait

indispensable pour le repliement de la protéine ainsi que pour sa thermostabilité (Kerovuo
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et al, 2000a). Les phytases produites par des bactéries du genre Bacillus ont été désignées
comme idéales pour des applications en alimentation animale (Tye et al, 2002). En effet,
leur thermostabilité leur permettrait de résister a la dénaturation causée par les hautes
températures utilisées lors de la granulation de la nourriture. Avec leur spécificité étroite
quant aux substrats qu’elles peuvent cliver, les phytases B-propeller ne causeraient aucune
interférence dans le métabolisme des animaux. Quant au pH retrouvé dans I’intestin des
animaux mono-gastriques, il se rapproche de la neutralité, et serait ainsi adapté a
"optimum d’activité des phytases de ce type. Les phytases B-propeller font également
montre d’une forte résistance aux protéases, ce qui pourrait les aider 2 résister aux
conditions retrouvées dans le systeme digestif (Kerovuo et al, 2000). C’est dans le but
d’identifier une phytase de type B-propeller que la banque de bactéries thermophiles a été
étudiée. Etant majoritairement composée de microorganismes de la famille des
Bacillaceae, 1a banque de bactéries et le bioréacteur traitant le lisier de porc auraient pu
étre une bonne source de bactéries produisant ce type d’enzyme. De plus, la température
optimale de croissance de ces bactéries étant élevée, il y avait possibilité d’identifier une
phytase possédant une thermostabilité plus élevée que celle des enzymes déja décrites

dans la littérature.

Plusieurs auteurs ont procédé a une sélection de souches bactériennes 4 grande échelle en
utilisant des milieux révélateurs. Ceux-ci, composés de phytate insoluble, permettent
d’identifier leur activité phytasique par I’apparition d’une zone claire autour de la zone de
croissance de la bactérie. Selon Kerovuo et al. (2000b), I’ajout de calcium divalent est
essentiel a I"activité des phytases de type Bacillus, mais le phytate de calcium serait un
substrat peu utilisé par I’enzyme de Bacillus subtilis de par son insolubilité. Ainsi pour la
PhyC de Bacillus subtilis, trés peu d’activité a été détectée en utilisant du phytate de
calcium comme substrat. 1l est donc possible que, lors de la recherche de la phytase sur
milieu solide, I’activité de cette derniere aurait été influencée par la présence de fortes
concentrations de phytate de calcium. Cependant, d’autres auteurs ont utilisé le phytate de
calcium comme phytate insoluble pour les milieux de sélection en obtenant des résultats
positifs (Kim et al, 1998). La souche Sbl ayant produit une légére zone de décoloration

sur le milieu contenant le phytate de calcium, des essais enzymatiques ont été effectués,
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sans aucune activité détectable. Ceci démontre que la zone obtenue était probablement
due a une production d’acidité par la souche, ce qui aurait solubilisé le phytate de
calcium. De plus, la quantité de matiere organique résiduelle retrouvée dans le lisier
partiellement traité est trop €levée pour tenter d’effectuer un dosage du phytate. Ceci nous

aurait permis d’évaluer la présence d’une activité phytasique dans le lisier.

Plusieurs phytases du type recherché ont déja été identifiées et clonées a partir de
bactéries provenant d’espéces de Bacillus. En analysant les séquences d’ADN de chacune
des phytases retrouvées dans les banques de données, il a été possible de créer une paire
d’amorces dégénérées permettant d’amplifier les phytases B-propeller. Tye et al. (2002)
ont pu détecter une phytase chez Bacillus licheniformis par cette méthode. Aucune bande
correspondant a la présence de phytase n’a pu é&tre observée apres la réaction
d’amplification par PCR des échantillons et souches testées dans le cadre de ce projet. On
ne peut éliminer la possibilit€ que d’autres phytases, non reconnues par nos sondes, soient
produites par les microorganismes de la banque de bactéries et du réacteur. Il est
également possible qu’un geéne codant, pour une phytase de type Bacillus, n’ait pas été
détecté par PCR, de par la faible quantité du microorganisme producteur présente dans les
échantillons de lisier brut, traité et de ’enrichissement au son de blé. Plusieurs substrats
différents auraient pu étre utilisés pour les essais enzymatiques. Cependant, selon Kim et
al. (1998), le son de blé serait un bon inducteur pour la production de phytases par les
bactéries du genre Bacillus. Aucune activité n’a pu étre détectée dans le surnageant des
enrichissements au son de blé, ni aucun amplicon, lors du PCR dégénéré visant les génes
de phytase de type B-propeller. Ceci tend a soutenir I’hypothése que les microorganismes
présents dans le bioréacteur thermophile aérobie traitant le lisier de porc ne produisent

pas de phytase.
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Conclusion

Lors de ce projet, nous avons déterminé de nouvelles caractéristiques des souches T3 et
60S1b représentantes d’une nouvelle souche bactérienne isolée du bioréacteur aérobie
thermophile traitant le lisier de porc. Cette derniére se présente sous forme de bacille
Gram positif de 3-4um de longueur, par 0.3-0.5 pm de largeur. La bactérie peut produire
des spores terminales déformantes lorsque le milieu de culture devient insuffisant pour
assurer sa survie. De par I’analyse de la séquence du géne codant pour I’ARN ribosomal
16S, et en comparaison avec les autres genres de la famille des Bacillaceae, il a été
suggéré que les souches T3 et 60S1b seraient les représentantes d’un nouveau genre
bactérien parmi cette famille. L’analyse de la composition du profil en acides gras des
deux souches, avec une composition majeure en acide stéarique qui est non observée chez
les bactéries apparentées, semble soutenir cette hypothése. Toutefois, afin de confirmer ce
résultat, de nouvelles analyses devront étre effectuées a partir de cultures bactériennes

provenant de milieux plus standards, lorsque ceux-ci seront connus.

Aucun milieu de substitution au milieu lisier partiellement traité utilisé lors de son
isolement n’a pu assurer une bonne croissance des souches T3 et 60S 1b. Plusieurs sources
de carbones, de vitamines et d’acides aminés ont été testées. De plus, des résultats trés
différents ont été observés selon les lots de lisier utilisés, certains trés favorables et
d’autres peu favorables a leurs croissances. Les derniers lots de lisier étant peu efficaces,
il ne nous a pas été possible d’y rechercher les substances nécessaires a leurs croissances.
Afin d’identifier ces nutriments, il est proposé de rechercher un lot de lisier permettant
d’obtenir une bonne croissance et d’y effectuer des extractions et des essais de croissance
a partir des phases organiques et inorganiques. L’ajout de ces extraits et de certaines de
leurs composantes au milieu BSME pourrait aider a identifier la catégorie de nutriment

manquant a ce milieu.

Une étude des souches de notre collection de bactéries aérobies thermophiles avec des

galeries API-Zym nous a permis d’identifier plusieurs activités enzymatiques
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intéressantes. Plusieurs souches produisaient, lorsqu’incubées a 60°C, de bonnes activités
d’estérases, d’estérases-lipases, de protéases, de phosphatases et de glucosidases a 60°C.
Ces classes d’enzymes ont fréquemment été mentionndes dans la littérature dans plusieurs
applications commerciales intéressantes. Nos travaux ne nous ont malheureusement pas
permis de détecter une souche pouvant produire une activité phytase. Une approche
moléculaire n’a pas non plus permis de détecter un géne codant pour une phytase dans les
souches de notre collection, ni dans des enrichissements en présence de son de blé a partir
de la flore bactérienne du bioréacteur thermophile. Ces enrichissements nous ont toutefois
permis d’isoler des bactéries telles Geobacillus thermodenitrificans SB1 et Geobacillus

toebii SB2 qui ont montré de nombreuses activités enzymatiques trés intéressantes.

D’autres activités enzymatiques, tels activité xylanasique et B-glucosidasique, isolées
de Geobacillus thermodenitrificans SB1, ont ét€ caractérisées sommairement. Ces
dernieres ont montré des températures optimales d’activité thermophiles, soit 70°C et
90°C, respectivement et sont demeurées trés stables sur de longues périodes de temps a

ces températures, lorsqu’incubées en présence de leur substrat respectif.

Les résultats obtenus démontrent tout le potentiel de la microflore présente dans le
bioréacteur aérobie thermophile traitant le lisier de porc comme source de bactéries
productrices d’enzymes thermostables, aux applications potentiellement intéressantes. Un
projet utilisant une approche métagénomique utilisant cette flore thermophile apres
différentes conditions d’enrichissement est en cours a I'INRS-Institut Armand-Frappier,
et devrait permettre éventuellement I’isolement de nouvelles enzymes ayant des

applications industrielles.
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Appendice A

Séquence ADN du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S de Bacillus sp. T3 et 60S1b.
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T3

3’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACCGARAAG
GAGAGCTCGCTCTCCTTTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACCGGG
ATAACTCGCGGAAACGCGAGCTAATACCGGATAGGTCCCGTGGCCGCATGGCGACGGGAGGAAAGATGGCGC
GAGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTC
GTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGARAA
GCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGGGGTCATTGGAAAC
TGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGGGAAGCGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGATGGAGGGGTTTACCCTTCAGTGCTGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCATCCCGACCGCCTGAGAGATCAGGCCTTCCCTTCGGGE
ACGGGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCCTGTCCTTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTTAAAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAGC
GGGTTGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCCTAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGC
CTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCTTTAAGGGAGCCAGCCGC
CGRAGGTGGGGCAAGTGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCT

cert S

60S1b

3’ TGAGTAAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACCGGGATAACTCGCGGAAACGCGAGCTAATACCGGATA
GGTCCCGTGGCCGCATGGCGACGGGAGGAAAGATGGCGCGAGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACC
GGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAARAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTARAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATG
TGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAGGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGGGAAGCGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGCCTGTA
ACTGACGCTCAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAGGTGTTGGAGGGGTTTACCCTTCAGTGCTGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGAGTAC
GGCCGCAAGGTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCG

GACCGAAAGGAGAGCTCGCTCTCCTTTCGGTCAGCGGCGGACGGE 5’
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Appendice B

Matrice de similarité entre les especes utilisées pour la fabrication de I’arbre
phylogénétique de Bacillus sp. T3 et 60S1b.
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A. contaminans ID

. oleronius 91,2%ID
. flavothermus 97,1% 90,8% 1D
. smithi 92,9% 93,8% 92,7% 1D
. bataviensis 92,2% 94,5% 91,5% 93,7% 1D
. clausii 90,2% 93,1% 89,8% 92,0% 91,7% 1D
. gelatini 90,5% 90,2% 90,0% 91,2% 91,4% 90,2% ID
. circulans 90,7% 92,9% 90,6% 91,4% 91,8% 90,4% 89,3%ID
. niacini 92,4% 94,1% 91,7% 94,2% 98,5% 91,6% 91,4% 91,6% 1D
U. thermosphaericus  91,3% 91,4% 90,3% 91,0% 92,6% 89,8% 91,4% 90,3% 91,9% 1D
. subtilis 90,8% 94,8% 90,1% 92,8% 93,2% 92,0% 89,9% 90,9% 93,0% 90,6% ID

B. sporothermodurans 91,9% 98,2% 91,5% 94,7% 95,0% 92,5% 91,2% 92,2% 94,5% 91,9% 94,8%
{G. thermocloacae 88,6% 89,1% 87,9% 89,5% 89,6% 87,1% 88,5% 89,2% 89,7% 88,9% 88,8%)
F. oxidotolerans 87,7% 88,2% 86,7% 88,0% 88,5% 87,5% 89,6% 88,2% 88,7% 88,7% 88,5%

C. rupii 96,2% 92,2% 95,6% 93,2% 92,4% 90,5% 90,1% 91,4% 92,7% 91,1% 92,0%)|
C. quisquiliarum 89,0% 92,1% 88,3% 90,9% 91,2% 89,6% 88,3% 89,2% 90,9% 88,7% 91,1%|
. milosensis 88,3% 92,0% 88,4% 90,5% 90,2% 90,7% 88,7% 90,3% 90,2% 87,9% 90,3%)

lituanicus 92,8% 89,3% 92,9% 91,0% 89,5% 89,2% 87,9% 89,6% 89,8% 88,2% 89,0%|

thermodenitrificans 93,6% 89,8% 93,9% 91,6% 90,0% 89,6% 88,5% 90,3% 90,6% 88,8% 89,5%
thermoleovorans  92,9% 89,5% 93,1% 91,1% 89,6% 89,2% 87,9% 89,7% 89,9% 88,4% 89,1%

disposauri 88,9% 92,6% 88,6% 91,6% 90,7% 90,1% 87,9% 90,1% 90,9% 87,7% 91,1%

. halotolerans 89,0% 92,6% 88,8% 91,9% 91,0% 90,5% 88,3% 90,6% 91,0% 88,8% 91,4%
halotolerans 89,5% 91,1% 89,1% 91,4% 90,9% 90,1% 88,1% 89,3% 91,3% 88,5% 90,6%

. alimentarius 91,2% 91,9% 91,0% 90,9% 92,2% 89,9% 92,6% 90,4% 92,2% 93,5% 91,7%
.. salicampi 88,6% 91,1% 87,8% 90,8% 89,7% 89,3% 88,3% 88,8% 90,0% 88,3% 90,2%
. marinus 90,7% 92,4% 90,2% 90,9% 92,9% 90,6% 91,7% 90,7% 93,1% 93,0% 91,6%
{}04. oncorhynchi 89,6% 92,4% 89,4% 91,1% 92,0% 90,6% 90,2% 90,5% 92,0% 90,0% 90,9%
P. ryukyuensis 90,0% 93,1% 89,5% 91,9% 91,8% 91,5% 89,0% 91,3% 91,7% 89,6% 91,9%
S. thermophilus 94,2% 91,9% 93,6% 92,9% 91,7% 90,5% 90,0% 90,7% 92,1% 90,2% 91,4%
S. kushneri 90,1% 91,6% 89,4% 92,8% 91,5% 90,4% 90,7% 90,5% 91,9% 90,3% 91,3%
T. multivorans 88,8% 91,0% 88,5% 91,2% 90,3% 90,2% 88,9% 89,3% 90,7% 88,1% 91,3%
U rerrenus 91,2% 89,1% 91,0% 90,3% 89,0% 88,0% 90,0% 89,9% 89,1% 91,9% 89,2%
V. halodenitrificans  90,3% 92,7% 89,8% 92,2% 92,1% 91,1% 89,4% 90,6% 92,5% 90,2% 91,9%
FB. sp. PDI14 90,0% 90,0% 90,1% 90,0% 89,5% 88,3% 88,5% 91,3% 89,7% 88,1% 88,3%
B. sp. PD12 90,0% 89,9% 90,1% 90,0% 89,5% 88,4% 88,5% 91,2% 89,7% 88,1% 88,3%
B. sp. PD4 90,0% 90,0% 90,1% 90,0% 89,5% 88,4% 88,5% 91,3% 89,7% 88,1% 88,3%
. sp. PD13 90,1% 90,2% 89,9% 89,7% 89,4% 88,2% 88,4% 91,3% 89,6% 88,0% 88,5%
r;. sp. PD7 91,6% 92,1% 91,3% 91,6% 91,3% 90,1% 90,2% 92,1% 91,6% 89,8% 90,6%
B. bacterium NS1-3  90,3% 91,2% 90,1% 91,4% 90,0% 89,8% 88,7% 92,9% 90,4% 89,0% 89,5%
. TATI05 91,1% 92,2% 91,2% 91,4% 92,1% 90,0% 90,0% 94,3% 92,2% 90,2% 90,1%)
T.multivorans 88,8% 91,0% 88,5% 91,2% 90,3% 90,2% 88,9% 89,3% 90,7% 88,1% 91,3%
. fumaliori 92,4% 93,7% 92,0% 94,6% 97,4% 91,6% 90,9% 92,2% 97,7% 91,9% 93,0%

. sp. T3 90,2% 90,2% 90,3% 90,2% 89,7% 88,5% 88,7% 91,5% 89,9% 88,3% 88,5%

. sp. 60S1b 90,2% 90,2% 90,3% 90,2% 89,7% 88,5% 88,7% 91,5% 89,9% 88,3% 88,5%

. thermophilus 84,9% 86,2% 85,0% 85,0% 85,4% 84,0% 85,1% 85,4% 85,4% 84,5% 84,1%
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F. oxidotolerans
C. rupii

C. quisquiliarum
F. milosensis

G. litwanicus

G disposauri
G. halorolerans
H halotolerans
U. alimentarius
1L. salicampi
M. campisalis
0. oncorhynchi
P. ryukyuensis
S. thermophilus
S. kushneri

T. multivorans
WU terrenus

IB. sp. PDI14
B. sp. PDI12
B. sp. PD4

. sp. PDI3
. sp. PD7
B. TATI105
T. multivorans

. fumaliori

. sp.. T3

. sp. 60SI1b

. thermophilus

B.sporothermodurans
G. thermocloacae

G.thermodenitrificans 90,2% 87,9% 86,2% 94,4% 87,9% 88,4% 97,9% ID
G.thermoleovorans

V.halodenitrificans

. bacterium NS|-3

ID
89,9% ID
88,9% 88,3% ID
92,8% 88,8% 87,9% ID
92,3% 90,1% 87,9% 89,7% ID
91,4% 88,8% 87,1% 89,5% 91,4% ID
89,8% 87,7% 85,6% 93,6% 87,5% 88,1% ID

89,9% 87,7% 85,5% 93,9% 87,6% 88,3% 99,4% 98,1% ID

92,0% 89,2% 87,4% 90,0% 92,0% 92,9% 87,7% 87,9% 87,8% ID

91,7% 89,0% 88,0% 90,1% 93,6% 92,7% 87,9% 88,4% 88,1% 95,3% ID
91,4% 88,8% 87,3% 89,7% 91,3% 91,2% 88,1% 88,6% 88,2% 91,6% 92,5%
92,1% 89,3% 88,5% 91,0% 88,8% 88,7% 88,8% 89,3% 88,9% 88,9% 89,3%
90,7% 89,8% 88,3% 89,4% 91,7% 91,4% 87,2% 88,0% 87,3% 91,9% 92,4%
92,6% 89,3% 88,9% 91,8% 90,0% 88,9% 88,5% 89,0% 88,7% 89,2% 90,0%
91,9% 89,5% 88,7% 90,2% 91,8% 91,2% 87,9% 88,1% 87,7% 91,5% 92,2%
92,1% 89,7% 88,7% 90,9% 92,8% 93,3% 88,9% 89,1% 89,0% 95,0% 95,2%
92,3% 89,1% 87,3% 95,4% 89,5% 89,6% 94,9% 95,4% 95,1% 90,0% 90,1%
92,0% 90,5% 90,0% 91,1% 91,9% 91,5% 89,0% 89,4% 89,2% 91,4% 92,7%
91,6% 89,6% 87,6% 90,1% 93,1% 95,2% 87,9% 88,2% 88,1% 92,8% 92,6%
89,5% 90,0% 88,1% 91,2% 87,2% 87,5% 89,6% 90,3% 89,8% 86,6% 86,7%
92,9% 90,1% 89,2% 90,8% 93,1% 92,3% 88,8% 89,5% 88,9% 92,8% 93,3%
89,5% 90,7% 87,0% 90,1% 87,9% 88,5% 89,8% 90,4% 89,8% 88,2% 88,6%
89,6% 90,8% 87,0% 90,0% 88,0% 88,5% 89,8% 90,5% 89,9% 88,3% 88,7%
89,6% 90,7% 86,9% 90,0% 88,0% 88,6% 89,7% 90,3% 89,8% 88,3% 88,6%
89,7% 91,3% 87,2% 90,2% 88,4% 88,3% 89,6% 90,2% 89,6% 88,3% 88,8%
92,3% 90,8% 88,2% 92,1% 89,3% 90,0% 90,3% 90,8% 90,4% 89,9% 90,0%
90,7% 89,4% 88,4% 91,2% 89,5% 89,6% 89,3% 90,0% 89,5% 90,0% 90,2%
91,5% 89,9% 88,2% 91,3% 90,0% 90,0% 89,3% 90,4% 89,4% 89,7% 90,7%
91,6% 89,6% 87,6% 90,1% 93,1% 95,2% 87,9% 88,2% 88,1% 92,8% 92,6%
94,2% 90,4% 88,9% 92,7% 91,4% 90,5% 89,8% 90,5% 90,0% 91,1% 91,2%
89,7% 90,9% 87,2% 90,3% 88,1% 88,7% 90,0% 90,6% 90,0% 88,4% 88,8%
89,7% 90,9% 87,2% 90,3% 88,1% 88,7% 90,0% 90,6% 90,0% 88,4% 88,8%
85,9% 84,8% 84,1% 85,2% 84,1% 82,9% 83,6% 84,6% 83,7% 83,4% 83,6%
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H halotolerans
. alimentarius
.. salicampi

M. campisalis
FO. oncorhynchi
P. ryukyuensis
S. thermophilus
S. kushneri

T. multivorans
U. terrenus
V.halodenitrificans
. sp. PD14

. sp. PD12

. sp. PD4

. sp.PDI13

. sp. PD7

. TAT105
T.multivorans

. fumaliori
.sp. T3

. sp.60S1b

. thermophilus

_bacterium NS1-388,2% 88,9% 89,3% 89,4% 89,7% 90,2% 91,0% 89,6% 89,3% 90,0% 89,7%

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
ID
89,5% ID
91,0%88,4% ID
89,8%95,8%88,5% ID
91,2% 90,5% 91,9%90,9% 1D
93,3% 90,7% 92,9% 90,4% 93,2% ID
90,0% 90,8% 89,5% 90,9% 89,5% 90,9% ID
92,4% 91,3% 92,7% 91,6% 92,5% 92,9% 90,6% 1D
91,4% 89,0% 91,7% 89,0% 91,1% 92,6% 89,8% 91,7% 1D
86,8% 91,2% 87,3% 90,4% 87,8% 87,6% 90,7% 88,6%87,6% ID
93,7% 90,4% 94,1% 90,5% 93,6% 94,5% 91,2% 94,1% 93,3% 87,8% 1D
87,3% 88,4% 88,0% 88,8% 88,1% 88,6% 90,7% 88,4% 87,5% 90,7% 88,0%
87,4% 88,4% 88,1% 88,8% 88,2% 88,7% 90,7% 88,5% 87,5% 90,7% 88,0%
87,4% 88,4% 88,1% 88,8% 88,2% 88,8% 90,7% 88,5% 87,4% 90,5% 88,0%
87,6% 88,2% 87,9% 88,8% 88,5% 88,9% 90,9% 88,4% 87,8% 90,7% 88,2%
89,3% 90,3% 89,3% 91,2% 91,2% 90,6% 91,5% 90,7% 89,4% 90,5% 90,1%

88,9% 90,7% 88,6% 91,3% 90,7% 90,9% 90,9% 90,1% 89,5% 91,0% 90,4%
91,4% 89,0% 91,7% 89,0% 91,1% 92,6% 89,8% 91,7% 100% 87,6% 93,3%
91,7% 91,4% 90,3% 92,6% 91,9% 92,2% 92,2% 92,4% 90,8% 89,4% 92,8%
87,6% 88,6% 88,2% 89,0% 88,3% 88,8% 90,9% 88,6% 87,7% 90,9% 88,2%
87,6% 88,6% 88,2% 89,0% 88,3% 88,8% 90,9% 88,6% 87,7% 90,9% 88,2%
83,4% 85,6% 83,4% 85,5% 85,6% 84,4% 84,1% 84,9% 83,1% 84,6% 84,8%)

B. sp.PD14
B. sp.PDI12
B. sp.PD4
B.sp.PD13
B. sp.PD7

B. TAT105

T multivorans
B. fumaliori
IB. sp. T3

B.sp. 60S1b
S.thermophilus

34 35 36 37 38 39 40 41 42 T3 60S1b45

ID
99,5% ID
99,2%99,3% D
98,7%98,6%98,5% 1D
94,5% 94,6% 94,6%94,6% 1D

B.bacterium NS1-394,3% 94,3% 94,2% 94,0%93,1% ID

93,1% 93,0% 92,9% 93,3%93,1%94,1% ID

87,5% 87,5% 87,4% 87,8% 89,4% 89,3% 89,5% D

89,8% 89,8% 89,8% 89,7% 91,7% 90,7% 91,7%90,8% 1D

99,7% 99,7% 99,5% 98,9% 94,7% 94,6% 93,3% 87,7% 90,0% D
99,7% 99,7% 99,5% 98,9% 94,7% 94,6% 93,3% 87,7% 90,0% 1.000 ID

84,4% 84,6% 84,4% 84,6% 86,5% 84,8% 85,8% 83,1% 85,2% 84,6% 84,6% 1D

Légende: 15 A, contaminans 2;B. oleronius 3; B. flavothermus 4; B. smithi 5; B. hataviensis 6; B. clausii 7,
B. gelatini 8; B. circulans 9; B. niacini 10; U. thermosphaericus 11; B. subtilis 12; B. sporothermodurans
13; G. thermocloacae 14; E. oxidotolerans 15; C. rupii 16; C. quisquiliarum 17, F. milosensis 18; G.
lituanicus 19; G. thermodenitrificans 20, G. thermoleovorans 21; G. disposauri 22; G. halotolerans 23; H.
halotolerans 24; J. alimentarius 25; L. salicampi 26; M. marinus 27; O. oncorhynchi 28; P. ryukyuensis 29,
S. kushneri 3V T. multivorans 32; U. terrenus 33; V. halodenitrificans 34; B. sp. PDI14
35; B. sp. PDI2 36; B. sp. PD4 37; B. sp. PD13 38; B. sp. PD7 39; B. bacterium NSI-3 40, B. TAT]05 41,

S. thermophilus 30;

T.multivorans 42; B. fumaliori 43; B. sp. T3 44; B. sp. 60S1b 45; S. thermophilus.
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