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Résumé

Les enzymes thermophiles présentent plusieurs avantages par rapport aux enzymes
mésophiles, notamment a cause de leur plus grande résistance a la dénaturation thermique
et chimique. La demande en thermozymes pour des applications biotechnologiques est en
forte croissance. Les lipases, les estérases, les amylases, les cellulases et les protéases

sont les enzymes thermophiles les plus recherchées dans divers secteurs industriels.

La prémisse de ce projet était que les bactéries aérobies thermophiles ont la capacité de
produire des enzymes thermostables originales d’intérét industriel. Un premier objectif de
ce projet était I’enrichissement de bactéries aérobies thermophiles en fonction de
différentes sources de carbone. Neuf enrichissements différents ont été réalisés ou les
substrats utilisés comprenaient un extrait de viande, du son de blé, de la lignine, de la
chitine, de la gélatine, un mélange d’huiles de canola et de palme et un mélange d’huile
d’olive et de Tween 80. Ces divers enrichissements avaient comme objectif de stimuler
I’implantation d’une biomasse spécialisée dans la dégradation de chaque substrat. Les
microflores ont été enrichies dans des conditions aérobies thermophiles (50-70°C) et de
pH alcalins (7,0-8,5). Le suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par
PCR-DGGE du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S a permis de constater que,
globalement, les microflores résultantes des divers enrichissements sont différentes selon

la source de carbone employée.

Pour le présent projet, une attention particuliere a été portée s r la recherche d’activités
lipolytiques, plus spécifiquement de type lipase. Les biomasses enrichies en présence de
lipides ont servi a la recherche d’enzymes lipolytiques via une approche classique
d’isolement de bactéries productrices d’enzymes, alors que les biomasses provenant des
autres enrichissements ont été utilisées dans un autre projet visant la recherche de

différentes thermozymes par une approche métagénomique.

Des microflores enrichies en présence de lipides, 34 souches bactériennes ont été isolées

et caractérisées. Selon leur profil obtenu par PCR-DGGE de leur géne codant pour I’ ARN
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ribosomal 168, les souches ont été réparties en dix groupes. Le séquencage de ce méme
gene a permis de faire Daffiliation la plus probable des souches avec des espéces
connues. La grande majorité des souches sont affiliées a la famille des Bacillaceae, la
plupart appartenant au genre Geobacillus. Deux souches originales, F12-THO-01 et F12-
THO-02, ont été isolées du mini-fermenteur enrichi en présence d’huile d’olive et de
Tween 80. Selon les analyses phylogénétiques, les especes connues les plus rapprochées
sont respectivement Bacillus thermoamylovorans (93-94% d’identité) et Chelatoccocus
asaccharovorans (95% d’identité) ce qui suggere qu’elles pourraient représenter deux

nouvelles especes bactériennes jamais décrites.

Le potentiel enzymatique des souches isolées a été évalué pour produire 19 activités
différentes par des galeries API ZYM incubées a 60°C. La majorité des souches
exprimaient des activités phosphatase alcaline, estérase (C4), estérase-lipase (C8) et -
glucosidase d’une bonne intensité. L’activité lipase (C14) était beaucoup moins détectée
aupres des souches testées. Les souches ont ensuite ét€ criblées pour une activité
lipolytique sur milieux solides via la méthode de précipitation au calcium et la méthode 2
la Rhodamine B. L’utilisation de 1’huile d’olive comme substrat dans la méthode a la

Rhodamine B suggérait la détection d’activité lipolytique de type lipase pour la majorité

des souches testées.

La caractérisation préliminaire des activités lipolytiques des souches F12-THO-01 et
F12-RT-091 a partir de surnageants de culture a permis d’identifier des activités de type
estérase plutdt que lipase. Dans les deux cas, I’activité estérase était thermophile (55-
60°C), alcaline (supérieure a pH 8,5 qu’a 7,5) et sensible a la présence de Triton X-100
ol on observait respectivement des pertes de 50% et 35% d’activité en présence de 0,5%
de Triton. La caractérisation des autres souches isolées pourrait éventuellement révéler la
présence de nouvelles thermozymes ayant des activités lipolytiques intéressantes pour des

applications industrielles.

(:Ev_ /%”’(”j, . il ‘)%{@LQI&B

Jean-Frangois Hupé Dr. Réjean Beaudet
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Introduction

A 1a fin des années 1980, des chercheurs de I’INRS-Institut Armand-Frappier se sont
penchés sur la problématique des rejets de 1’industrie porcine. En effet, du succes
grandissant de cette industrie a découlé la production d’énormes volumes de lisier de
porc. L’épandage du lisier sur les terres agricoles est la méthode préconisée par les
€leveurs pour se départir du lisier. Toutefois, cette méthode a ses limites et inconvénients
(surface insuffisante pour 1’épandage, surcharge de phosphate dans 1’environnement,
mauvaises odeurs, etc.). Dans ce contexte, le Dr. Réjean Beaudet et ses collaborateurs ont
développé un traitement aérobie thermophile pour traiter le lisier de porc (Beaudet et al.,
1990). A la fin des années 1990, le Dr. Pierre Juteau a poursuivi en développant un
bioprocédé thermophile, auto-chauffant, du lisier de porc (« aerobic thermophilic —
sequencing batch reactor ») (Juteau et al., 2004). Des températures de 70-75°C étaient
atteintes dans le bioréacteur. Ce bioprocédé permettait de réduire la charge organique et
la quantité d’azote ammoniacal, de détruire les pathogénes et d’éliminer les mauvaises
odeurs du lisier. La microflore bactérienne qui s’était développée dans le bioréacteur a été
partiellement caractérisée (Juteau et al., 2004; Tremblay, 2003). Des bactéries ont été
isolées de ces bioréacteurs et ont été ajoutées a celles trouvées a la fin des années 1980
(Beaudet et al., 1990) pour constituer une banque de bactéries aérobies thermophiles.
Certaines bactéries de cette banque représentaient des espéces bactériennes peu étudiées
ou méme de nouvelles espéces dont leur capacité 2 produire des enzymes thermostables

avait été peu ou pas étudiée.

Des travaux ultérieures ont mené a I’évaluation du potentiel enzymatique de ces bactéries
thermophiles (Castonguay, 2005). Outre leur potentiel a produire 19 activités
enzymatiques différentes (galeries API ZYM), la capacité de ces bactéries & secréter des
xylanases, des cellulases et des phytases a été évaluée. Plusieurs des souches ont
démontré des activités estérase (C4), estérase-lipase (C8), glucosidase et protéase pour ne
donner que ces exemples. Toutefois, aucune activité lipase n’a été détectée parmi les

souches testées. La xylanase et la B-glucosidase de Geobacillus thermodenitrificans SB1,



une souche de la banque, ont fait I’objet d’une caractérisation préliminaire (Castonguay,

2005).

L’emploi d’enzymes thermostables dans certains procédés industriels ou pour des
applications biotechnologiques présente des avantages par rapport aux enzymes
mésophiles. En général, les thermozymes sont plus résistantes que les mésozymes a la
dénaturation thermique et chimique. Ces propriétés permettent leur utilisation dans des
conditions parfois extrémes (p.ex. pH trés élevé ou trés faible, température élevée) ol
leurs équivalentes mésophiles seraient moins performantes. Les propriétés de
thermostabilité des enzymes thermophiles ont suscité I’intérét de divers secteurs
industriels. Les industries des pates et papiers, de 1’alimentation, pharmaceutique, des
détergents et le secteur de la synthése organique sont des exemples de domaines ou les
thermozymes trouvent des applications importantes. Les lipases, les estérases, les
amylases, les cellulases et les protéases sont parmi les enzymes thermophiles les plus

recherchées dans ces secteurs d’activités.

Les bactéries thermophiles constituent une source valable d’enzymes thermostables avec
des propriétés souvent reliées a la stabilité dans des solvants ou des détergents. Les
sources de bactéries thermophiles sont abondantes et diversifiées. Toutefois, ’étude et 1a
caractérisation de ces microorganismes sont souvent trés difficiles puisque seulement 1%
des microorganismes de 1’environnement peuvent étre isolés en culture pure (Lorenz et

al., 2002).

Les progres de la biologie moléculaire ont permis d’ajouter 1’approche métagénomique a
I’approche classique de I’isolement des microorganismes en culture pure pour la
recherche d’enzymes. L’approche métagénomique permet de palier aux problemes
d’isolement et de culture des bactéries. A partir de I’ADN total d’un consortium
bactérien, une métagénothéque contenant des milliers de clones est construite et ces
derniers sont directement criblés pour identifier des génes d’intérét qui codent pour une

activité enzymatique recherchée. Toutefois, I’expression de certains génes pour donner



une protéine active dans des hotes hétérologues est parfois un facteur problématique dans

cette approche.

La ligne directrice de ce projet de maitrise repose sur le fait que des bactéries aérobies
thermophiles ont la capacité de produire des enzymes thermostables originales d’intérét
industriel. Le projet comprend trois principaux objectifs. Le premier objectif consiste en
Ienrichissement et le suivi de différentes flores bactériennes aérobies thermophiles pour
la production de différentes activités enzymatiques. L’enrichissement de microflores
bactériennes en fonction de différentes sources de carbone permettra d’alimenter deux
approches de recherche différentes: une premieére approche métagénomique, sous la
responsabilit€ du Dr Pierre Juteau, cible I’isolement d’une grande variété d’activités
enzymatiques et une seconde approche, plus classique, visant 2 isoler des souches
bactériennes thermophiles produisant des enzymes lipolytiques thermostables sera

N

utilisée dans ce projet. Le deuxiéme objectif consiste a isoler et i caractériser des
bactéries ayant des activités estérases/lipases 2 partir des microflores obtenues des
enrichissements réalisés en présence de lipides comme source de carbone. Une attention
particuliere est portée sur la recherche d’activités de type lipase. Le troisiéme objectif du
projet concerne la caractérisation préliminaire des activités lipolytiques de certaines

bactéries sélectionnées.



Chapitre 1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Les enzymes et I’industrie
1.1.1. Généralités

Les enzymes jouent un rdle prédominant au niveau de plusieurs processus et ce depuis
bien longtemps. II suffit de penser a I’utilisation des enzymes microbiennes en cuisine, au

brassage de la biére, a la production de vin et fromage, pour ne donner que ces exemples.

Les enzymes sont des protéines qui catalysent des réactions chimiques spécifiques. Elles
permettent d’augmenter la vitesse de réaction de celles-ci, car 1’énergie d’activation des
réactions catalysées est inférieure a celle des réactions non catalysées. L’augmentation
des vitesses réactionnelles est de I’ordre de 10° 2 10'? par rapport aux réactions non
catalysées par des enzymes et d’au moins quelques ordres de grandeur par rapport aux
mémes réactions catalysées par des catalyseurs chimiques. Il existe six classes
d’enzymes : les oxydoréductases qui favorisent des réactions d’oxydoréduction (classe
1), soit des réactions impliquant des transferts d’électrons; les transférases qui catalysent
le transfert de groupements chimiques ou de radicaux (classe 2); les hydrolases qui
provoquent la rupture de lien chimique avec I’implication d’une molécule d’eau (classe
3); les lyases qui entrainent I’élimination de groupes fonctionnels et la formation de
doubles liaisons (classe 4), la réaction inverse peut aussi se produire et on parle alors de
synthases; il y a aussi les isomérases qui catalysent des réactions d’isomérisation (classe
5), c’est-a-dire qu’elles provoquent un réarrangement moléculaire, sans perte ni gain
d’atome; et finalement, il y a les ligases ou synthétases qui entrainent la formation de
liaisons covalentes, réaction couplée a I’hydrolyse de I’ATP (adénosine triphosphate)

(classe 6). (Voet et Voet, 1998)

Les microorganismes constituent la principale source d’enzymes industrielles : 50%
proviennent des champignons et levures, 35% des bactéries, alors que 15% sont d’origine
végétale ou animale (Barnabé et al., 2003). En 2000, le marché mondial des enzymes
industrielles était évalué a plus de 1,5 milliards de dollars américains, une croissance de

33% par rapport au marché de 1995 (1 milliard de dollars américains) (Kirk et al., 2002).
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Le marché des enzymes spécialisées est tres lucratif : par exemple, les ventes de Taq
polymérase pour les réactions de PCR (« polymerase chain reaction ») totalisent plus de
80 millions de dollars américains alors que ce montant s’éleve a plus de 100 millions
pour les enzymes de restriction en biologie moléculaire (Demain, 2000). Dans une
optique de développement durable, plusieurs industriels recherchent des procédés de
production plus propres et respectueux de I’environnement. C’est le cas de I’industrie des
pétes et papiers qui, deés 1994, a engendré des ventes d’enzymes atteignant 25 millions de

dollars (américains) aux Etats-Unis et en Europe (van Beilen et Li, 2002).

1.1.2. Applications industrielles

La majorit¢ des enzymes actuellement utilisées en industrie sont de la classe des
hydrolases. Elles peuvent &tre réparties en quatre groupes principaux : les protéases, les
carbohydrases, les lipases et les oxydases (qui font toutefois partie de la classe des

oxydoréductases).

1.1.2.1. Les protéases

Les protéases sont particulierement importantes en raison de leur utilisation répandue
dans I’industrie laitiere et les détergents. Dans 1’industrie laitiere, les protéases jouent un
r6le lors du caillage du lait dans la production du fromage, elles peuvent aussi influencer
le goiit des produits. Au niveau des détergents, elles permettent I’élimination des taches
de nature protéique. Les protéases ont aussi des applications dans les domaines de
I’alimentation, du textile, du tannage et des pates et papiers. Dans ce dernier champ
d’application, elles sont employées pour le blanchiment des pates et le nettoyage des

équipements (élimination de biofilms). (Barnabé et al., 2003; Kirk et al., 2002)

1.1.2.2. Les carbohydrases

Les carbohydrases, principalement les amylases, les cellulases et les xylanases,

représentent le deuxieme groupe en importance sur le marché des enzymes. Elles



trouvent des applications dans les secteurs agro-alimentaire (p.ex. industrie brassicole,
fabrication de 1’éthanol, du sucre, de I’amidon), des pates et papiers (p.ex. blanchiment
des pates, désencrage du papier, nettoyage des équipements, traitement de la biomasse
forestiere), du textile et des soins personnels (p.ex. amylases dans les dentifrices).

(Barnabé et al., 2003; Kirk et al., 2002)

1.1.2.3. Les lipases

Depuis plusieurs années, les lipases apparaissent comme des enzymes clés en
biotechnologie. Leurs multiples propriétés en font des candidates idéales pour les
industries agro-alimentaire (p.ex. fabrication d’huiles, traitement des eaux usées), des
détergents (p.ex. €limination des taches graisseuses), des pates et papiers (p.ex. nettoyage
des équipements) et en synthése organique. (Barnabé et al., 2003; Kirk et al., 2002) Les
propriétés de cette catégorie d’enzymes ainsi que leurs applications seront approfondies
ultérieurement dans ce chapitre, la recherche de nouvelles lipases thermostables étant I’un

des objectifs de recherche ciblés dans ce travail.

1.1.2.4. Les oxydases

Les oxydases, comme les peroxydases et les dioxydases, permettent la dégradation de la
lignine (partie non cellulosique du bois), 1’oxydation du phénol, des chlorophénols et des
composés aromatiques. Ces propriétés font que les oxydases ont des applications surtout
dans les domaines des pates et papiers (p.ex. blanchiment des pates, traitements des eaux
usées), du traitement des boues d’épuration, du textile et de la décontamination des sols

(p.ex. biorestauration, dégradation des pesticides). (Barnabé et al., 2003)

1.1.3. Les thermozymes
1.1.3.1. Intérét pour les enzymes thermostables

Selon leur température optimale de croissance, les bactéries peuvent étre classées en

quatre groupes : les psychrophiles (-5 a 20°C), les mésophiles (15 a 45°C), les
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thermophiles (45 a 80°C) et les hyperthermophiles (>80°C) (Vieille et Zeikus, 2001). Les
enzymes produites par les thermophiles et les hyperthermophiles sont habituellement
thermostables, c’est-a-dire qu’elles sont résistantes A 1’inactivation irréversible a des
températures €levées. Elles sont thermophiles, donc la température ol leur activité est
optimale se situe entre 60 et 125°C. On les appelle thermozymes ou thermoenzymes (Li
et al., 2005). Les enzymes produites par les mésophiles sont, quant  elles, connues sous

le nom de mésozymes.

Les mésozymes ne sont souvent pas appropriées pour certains procédés industriels qui
requierent des conditions réactionnelles parfois rudes et particuliéres (température, pH,
présence de solvants). Les thermozymes possédent des avantages biotechnologiques par
rapport aux mésozymes. Elles sont, généralement, plus résistantes que les mésozymes 2
la dénaturation thermique et chimique (Zeikus et al., 1998). Elles sont plus faciles a
purifier par traitement a la chaleur (Li et al., 2005). En raison de leur thermostabilité dans
des conditions de température élevée, les réactions catalysées par des thermozymes sont
moins susceptibles d’étre contaminées par des microorganismes et ont souvent des taux
réactionnels plus élevés que les mémes réactions catalysées par des mésozymes. Par
surcroit, le fait d’opérer des procédés a des températures élevées entraine une diminution

de la viscosité du milieu réactionnel en plus d’augmenter la solubilité des substrats

(Bruins et al., 2001). Ces avantages indéniables ont su susciter 1’intérét de 1’industrie.

1.1.3.2. Sources et applications des thermozymes

Géographiquement, les bactéries thermophiles peuvent étre isolées a partir de plusieurs
endroits : les sources géothermales, les failles hydrothermales océaniques et les composts
en sont de bons exemples (Haki et Rakshit, 2003). Juteau et al. (2004) en ont méme
isolées a partir de la biomasse provenant d’un réacteur aérobie thermophile traitant le
lisier de porc. Les sources de thermozymes et donc, de bactéries qui les produisent,
peuvent €tre assez variables. Haki et al. (2003) rapportent que plusieurs enzymes, aux

propriétés thermophiles, produites par différentes bactéries, ont été caractérisées, comme



par exemple des a-amylases, des pullulanases, des cellulases, des xylanases et des

lipases.

Plusieurs secteurs industriels trouvent des applications pour les thermozymes. L’industrie
de I’amidon est une grosse consommatrice d’enzymes pour I’hydrolyse et 1a modification
de cette matiere premiere. Elle requiert I’utilisation d’amylases et de pullulanases
efficaces pour faire la bioconversion de I’amidon en sirop de dextrose, qui par exemple,
servira a alimenter d’autres industries en substrats fermentescibles. Des amylases et des
pullulanases d’intérét ont en effet été isolées a partir de bactéries appartenant aux especes

Bacillus et Thermococcus, par exemple. (Haki et Rakshit, 2003)

La cellulose est le polymere naturel le plus abondant sur Terre, étant la composante
structurale principale des plantes. Elle se compose d’unités de glucose reliées
linéairement par des liens glucosidiques B-1,4. La structure intrinséque de ce polymeére le
rend tres résistant a la digestion et a I’hydrolyse. La bioconversion de la cellulose en
glucose nécessite 1’emploi de cellulase. Des especes de Pyrococcus et de Thermotoga
produisent des cellulases dont les températures optimales d’activité dépassent les 95°C.
Actuellement, les cellulases sont utilisées, entre autre, au niveau de détergents, dans le
prétraitement de déchets industriels et pour la production de bioéthanol. (Haki et Rakshit,
2003; Vieille et Zeikus, 2001)

Si la cellulose est le polymere naturel le plus abondant sur Terre, la chitine est
certainement le deuxiéme plus abondant. II s’agit d’un polymeére linéaire de N-
acétylglucosamine relié par des liens B-1,4. Dans la nature, la chitine est la composante
principale de la paroi cellulaire de champignons, de I’exosquelette des arthropodes,
comme les crustacés (p.ex. crevettes, crabes), et des insectes. La chitine et ses dérivés,
comme le chitosane, ont beaucoup d’applications dans les domaines alimentaire,
agrochimique, pharmaceutique et des cosmétiques. Afin de la rendre accessible pour ces
diverses applications, la chitine/chitosane doit souvent étre digérée par des

chitinases/chitosanases qui hydrolysent les liens glucosidiques du polymeére et par des



déacétylases qui déacétylent la glucosamine. Plusieurs especes thermophiles de Bacillus

ont été rapportées comme producteurs de telles enzymes (Haki et Rakshit, 2003).

Au cours des dernieres années, plusieurs auteurs ont publié des articles trés intéressants
qui font une revue des sources et des applications industrielles des thermozymes, un
complément d’information y sera trouvé (Demirjian et al., 2001; Haki et Rakshit, 2003;
Vieille et Zeikus, 2001).

1.1.3.3. Mécanismes stabilisateurs des thermozymes

Comme il a été question précédemment (section 1.1.3.1.), les thermozymes possedent des
avantages biotechnologiques importants par rapport aux mésozymes, en bonne partie en
raison de leur grande stabilité. Plusieurs mécanismes stabilisateurs peuvent expliquer
cette réalité. En effet, les chercheurs n’ont trouvé aucun nouvel acide aminé, aucunes
modificat'ons covalentes ni motifs structuraux pouvant expliquer la capacité des
thermozymes a fonctionner dans des environnements parfois assez extrémes (p.ex.
conditions de température et de pH). Il s’agit plutét d’une combinaison de plusieurs
petites modifications structurales et interactions intramoléculaires, les mémes qui sont
impliquées dans la stabilisation des protéines mésophiles, qui permet de maintenir
I’intégrité structurale des protéines dans ces conditions (Fields, 2001). L’élément clé au
niveau du bon fonctionnement des thermozymes est le maintien d’un équilibre entre la
stabilité moléculaire (rigidité) et la flexibilité structurale. La stabilité moléculaire permet
d’assurer la bonne géométrie (conformation) pour la liaison au substrat et d’éviter la
dénaturation, alors que la flexibilité assure un taux catalytique métaboliquement

approprié.

Les principaux facteurs qui contribuent a la stabilité des enzymes thermophiles sont :
I’augmentation du pairage ionique, I’augmentation des interactions hydrophobes (p.ex. a
I’interface des sous-unités), une diminution du ratio surface/volume (« packing
efficiency »), 1’augmentation du nombre de ponts disulfures et hydrogénes, une

diminution des contraintes conformationnelles et une stabilisation des boucles. Tous ces



éléments sont intimement reliés par un dernier facteur trés important : la composition et
le changement au niveau d’acides aminés spécifiques (Demirjian et al., 2001; Zeikus et

al., 1998).

Le pairage ionique, organisé dans de larges réseaux a la surface des protéines, est une
force stabilisatrice majeure. La présence d’arginines dans ces réseaux est tres fréquente et
cet acide aminé est présent en plus grande quantité dans les thermozymes. La diminution
du ratio surface/volume se fait en augmentant 1’hydrophobicité du cceur des protéines. La
stabilité générale des protéines est augmentée par I’internalisation d’acides aminés plus
labiles dans le cceur hydrophobe. La présence d’acides aminés labiles comme la cystéine,
I’asparagine et 1’acide aspartique est moins importante chez les enzymes thermostables.
Un nombre plus élevé d’isoleucines, d’alanines et de prolines permet généralement un
compactage plus efficace au niveau du cceur hydrophobe et une stabilité supplémentaire
au niveau des boucles. Les acides aminés qui ont des embranchements sur leur c? (p-ex.
valine, isoleucine, thréonine) entrainent plus de contraintes conformationnelles, ils sont
donc moins présents chez les thermozymes. Les enzymes qui ont moins d’asparagines, de
glutamines, de cystéines, de méthionines et de tryptophanes dans leur composition sont
moins susceptibles a la dégradation par modifications chimiques. L’augmentation du
nombre de ponts disulfures et hydrogénes permet d’augmenter la stabilité moléculaire

(rigidité conformationnelle). (Bruins et al., 2001; Demirjian et al., 2001)

Mise a part les articles de Bruins et al. (2001) et Demirjian et al. (2001), Li et al. (2005)
et Vieille et Zeikus (2001) ont publié d’excellentes revues sur les caractéristiques

structurales des thermozymes et leurs mécanismes stabilisateurs.

Du point de vue du mécanisme catalytique des enzymes, des études suggerent la
conclusion générale suivante, soit que les mécanismes catalytiques sont identiques entre
les enzymes mésophiles et thermophiles. Bauer et Kelly (1998) ont fait la comparaison
entre le mécanisme catalytique de deux enzymes homologues provenant de sources
thermophile et mésophile. IIs ont comparé 1’activité catalytique de la B-glucosidase

recombinante provenant de I’Archaea hyperthermophile Pyrococcus furiosus a celle de la
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B-glucosidase mésophile produite par Agrobacterium faecalis. Les propriétés de I’enzyme
recombinante, produite chez Escherichia coli, ont préalablement été testées et confirmées
identiques a celles de I’enzyme sauvage. Plusieurs tests de caractérisation ont été
effectués (p.ex. spécificité du substrat, dépendance face au pH, paramétres cinétiques,
comportement en présence d’inhibiteurs) et les similarités sont indéniables, en dépit de 1a
large différence au niveau de leur température optimale d’activité. Les auteurs suggerent
qu’au cours de I’évolution qui a séparé les deux enzymes, les modifications structurales
qui ont été sélectionnées ont permis de conserver I’intégrité structurale du site actif et par
conséquent, de conserver la spécificité des interactions 2 1’état de transition, tout en
adaptant la structure générale de la protéine pour fonctionner a la température ou le

microorganisme évoluait.

1.2. Les bactéries thermophiles
1.2.1. Généralités

Comme il a ét€ mentionné précédemment (section 1.1.3.1.), les bactéries peuvent étre
classées en quatre groupes, selon leur température optimale de croissance: les
psychrophiles (-5 a 20°C), les mésophiles (15 a 45°C), les thermophiles (45 a 80°C) et les
hyperthermophiles (>80°C) (Vieille et Zeikus, 2001). Certains subdivisent méme les
thermophiles en deux avec les thermophiles modérés (45 a 65°C) et les thermophiles a
proprement dit (65 a 85°C) (Demirjian et al., 2001). Mise a part I’élément température, il
existe des bactéries pouvant croitre dans toutes sortes de conditions environnementales :
il y a les microaérophiles qui ne poussent qu’en présence d’une moins grande quantité
d’oxygene dans I’air (<21% O), sans oublier les anaérobies strictes qui ne tolérent pas
I’oxygene. Il y a aussi les acidophiles (faible pH), les alcalinophiles (pH élevé), les
halophiles (forte concentration de sels), les piezophiles (forte pression) et les
métalophiles (forte concentration de métaux) pour ne donner que ces exemples. En raison
de la vaste distribution géographique et des divers habitats possibles pour les
thermophiles, il est fréquent de retrouver des bactéries qui répondent a un autre ou

plusieurs autres critéres extrémes mise a part la température.
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Généralement, on s’attend a ce que les microorganismes thermophiles croissent dans des
environnements chauds, comme les sources géothermales et les failles océaniques
hydrothermales, par exemple (McMullan et al., 2004). Beaucoup des thermophiles qui
ont ét€ isolés et caractérisés font partie de la famille des Archaea et sont anaérobies.
Considérant que la solubilitt de 1'oxygéne diminue avec 1’augmentation de la
température, il n’est pas surprenant que les bactéries isolées des sources géothermales et
des failles océaniques hydrothermales soient anaérobies. Toutefois, Marchant et al.
(2002a; 2002b) ont rapporté qu’il était aussi possible d’isoler des bactéries thermophiles
provenant d’environnements froids (par opposition aux conditions thermophiles, <45°C).
Ils ont isol€é cing souches bactériennes 2 partir d’échantillons de sols récoltés & 50 mm de
profondeur et dont la température du sol ne dépassait jamais 25°C. Les cinq souches ont
démontré leur capacité a croitre dans un intervalle de températures variant de 40 2 80°C
et toutes ces souches étaient aérobies strictes. Des analyses du géne codant pour ’ARN
ribosomal 16S ont démontré que trois des cinq souches avaient une forte similarité de
séquence avec Bacillus kaustophilus (maintenant classifié comme Geobacillus
kaustophilus (Nazina et al., 2001)) et que les deux autres se rapprochaient de Bacillus
thermoglucosidasius (maintenant classifié comme Geobacillus thermoglucosidasius
(Nazina et al., 2001)). Les résultats de Marchant et al. (2002a; 2002b) ont permis de
démontrer que des bactéries thermophiles peuvent étre retrouvées de facon ubiquitaire
dans D’environnement et qu’il est possible d’en isoler sur des géloses suite 2 un
enrichissement ou directement de 1’environnement. Le dénombrement sur plaque 2 partir
des sols utilisés a démontré que les thermophiles sont présents de manigre significative et

qu’ils représentaient jusqu’a 10% des bactéries aérobies cultivables totales.

1.2.2. Besoins nutritifs des bactéries thermophiles

Les bactéries thermophiles ont parfois des besoins nutritifs particuliers voire méme
essentiels. Plusieurs auteurs ont rapporté ces observations, comme par exemple Siiriicii
(1999). Dans ses travaux, il expose les besoins spécifiques des thermophiles au niveau
des acides aminés, des vitamines et des minéraux. La méthionine s’avérait étre

absolument essentielle dans ce cas, alors que I’histidine stimulait la croissance. Les
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vitamines B1 (thiamine) et B2 (riboflavine) stimulaient aussi la croissance. Au niveau des
minéraux, le magnésium, mais aussi le calcium et le fer, semblaient tres important. Ses
travaux démontraient aussi un effet nutritionnel synergique dans ses cultures, car les
especes dominantes étaient moins exigeantes, sur le plan nutritionnel, en culture mixte

qu’en culture pure.

L’identification de facteurs physiologiques et environnementaux qui peuvent limiter une
croissance appropriée des bactéries thermophiles est importante pour le développemen:
d’applications industrielles (p.ex. enzymes, métabolites) a partir de ces microorganismes.
En effet, plusieurs réactions secondaires peuvent survenir a des températures élevées.
C’est le cas de la formation accélérée des produits de la réaction de brunissement de
Maillard a de telles températures. La réaction de Maillard est la réaction entre des sucres
réducteurs (p.ex. glucose) et des composés amino (p.ex. acides aminés). Kim et Lee
(2003) ont rapporté que la croissance de I’Archaea Aeropyrum pernix est fortement
inhibée par les produits de cette réaction. Cette conclusion n’est toutefois pas un absolu,
car Einarsson et al. (1983) mentionnent des études ou les auteurs affirment que les
produits de la réaction de Maillard stimulent la croissance microbienne alors que d’autres
auteurs soutiennent le contraire. Un autre exemple de réaction secondaire est la
conversion du L-glutamate en L-pyroglutamate, ce dernier inhibant significativement la
croissance de I’Archaea Sulfolobus solfataricus (Park et al., 2001). Ces données
supportent I’idée que la modification chimique des milieux de culture a des températures

€levées soit un facteur déterminant pour la croissance efficace des thermophiles.

1.2.3. Les Bacillaceae

Les Bacillaceae sont une famille de bactéries qui regroupe une quantité large et
diversifiée de batonnets Gram positifs, sporulés ou non, aérobies ou anaérobies
facultatifs. Il y en a qui croissent a toutes les températures et a tous les pH. Le genre
Bacillus est le genre type de cette famille. Les especes du genre Bacillus sont trés
intéressantes pour le développement d’applications industrielles pour plusieurs raisons.

Leurs taux de croissance rapide menant a des cycles de fermentation courts, leurs
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capacités a secréter des protéines dans leur milieu extracellulaire ainsi que le fait que
certaines especes soient sur la liste du GRAS (« generally regarded as safe », considéré
généralement comme sécuritaire) de la FDA («Food and Drug Administration »)
suscitent I’intérét des industriels. Par exemple, il est estimé que les enzymes produites par
les diverses especes de Bacillus représentent environ 50% du marché total des enzymes

(Schallmey et al., 2004).

Jusqu’a il y a quelques années, les bactéries thermophiles aérobies et sporulantes étaient
classifiées dans les genres Bacillus, Alicyclobacillus, Brevibacillus, Aneurinibacillus,
Sulfobacillus, Thermoactinomyces et Thermobacillus (Nazina et al., 2001). En se basant
sur leurs séquences d’ARN ribosomaux 16S, la majorité des especes décrites
appartiennent aux groupes génétiques 1 et 5 du genre Bacillus (Ash et al., 1991; Rainey
et al.,, 1994). Les récents développements techniques de la biologie moléculaire ont
permis la reclassification de plusieurs especes de Bacillus ainsi que la création de
nouveaux genres. Le groupe 5, par exemple, est un groupe homogene sur le plan
phénotypique et phylogénique de bacilles thermophiles qui ont une forte similarité de
séquence au niveau de leur geéne codant pour I’ARN ribosomal 16S (98,5-99,2%). Ce
groupe comprend des especes comme Bacillus stearothermophilus, Bacillus
thermocatenulatus, Bacillus thermoleovorans, Bacillus kaustophilus et Bacillus
thermodenitrificans, par exemple. En 2001, Nazina et al. ont reclassé les espéces de ce
groupe dans le nouveau genre Geobacillus, Geobacillus stearothermophilus en étant
I’espece type. Il est possible d’isoler des souches de Geobacillus un peu partout dans le
monde; ces bactéries sont présentes dans le sol, dans les champs pétroliferes, les sources
géothermales et dans les composts, pour ne donner que ces exemples (Kuisiene et al.,

2004; McMullan et al., 2004; Nazina et al., 2001; Schiffer et al., 2004; Sung et al., 2002).

1.3. Les lipases et les estérases
1.3.1. Généralités sur les enzymes lipolytiques

Les bactéries produisent principalement trois catégories d’enzymes lipolytiques : les

lipases, les estérases et les phospholipases. En 1999, en se basant essentiellement sur
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leurs séquences en acides aminés et sur quelques propriétés biologiques fondamentales,
Arpigny et Jaeger (1999) ont proposé une classification des enzymes lipolytiques
bactériennes. Ces enzymes ont été réparties en huit familles dont la plus grande comprend
six sous-familles. La famille I, qui comprend les six sous-familles, représente les vraies
lipases (par opposition aux estérases). Des lipases produites par des bactéries comme
Pseudomonas aeruginosa (famille 1.1.), Burkholderia cepacia (famille 1.2.) et Bacillus
subtilis (famille 1.4.) composent cette famille. Les lipases produites par des bactéries
thermophiles comme G. stearothermophilus et G. thermocatenulatus y trouvent aussi leur
place (famille 1.5.). A partir de la famille II, la classification comprend plutét des
estérases. Les estérases de P. aeruginosa et d’Aeromonas hydrophila constituent des
exemples de membres de la famille II. I est a noter que cette classification ne tient pas
compte des phospholipases bactériennes, tout comme il n’en sera pas question dans ce

travail.

1.3.2. Généralité sur les lipases et les estérases

Selon la nature de leur substrat, il est possible de diviser les enzymes lipolytiques en deux
catégories: les lipases (triacylglycérol acylhydrolases, E.C. 3.1.1.3.) et les estérases
(carboxylestérases, E.C. 3.1.1.1.). Les lipases sont des carboxylestérases qui catalysent
I’hydrolyse et la synthése d’acylglycérols a longues chaines, c’est-a-dire qu’ils
contiennent plus de dix atomes de carbone (>10 C), alors que les estérases catalysent
I’hydrolyse de glycérolesters a courtes chaines (<10 C). II est a noter que parfois les
lipases possedent aussi une activité estérase, mais que I’inverse n’est pas vrai. Les lipases
agissent en conditions aqueuses sur les liens carboxyl esters des triacylglycérols pour
libérer des acides gras et du glycérol, c’est ’action hydrolytique des lipases. Toutefois,
dans des conditions ol les molécules d’eau sont moins abondantes ou disponibles, la

réaction inverse, soit de synthése, peut survenir (Gupta et al., 2004). La figure 1

schématise I’action catalytique des lipases.
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Figure 1. Réaction enzymatique d’une lipase catalysant ’hydrolyse compléte ou la
synthése d’un substrat triacylglycérol. (Tiré de Jaeger et al. (1994))

La trioléine et la tributyrine sont reconnues, respectivement, comme les substrats
typiques des lipases et des estérases. Il est a noter qu’il existe une zone grise ou
intermédiaire entre les lipases et les estérases ol se retrouvent les enzymes dont les
substrats acylglycérols ont des chaines de carbone de longueur moyenne, c’est-a-dire de

huit & 14 atomes de carbone. L’appellation estérase/lipase leur est parfois attribuée.

Les triacylglycérols sont des lipides non chargés. Ceux a courtes chaines (p.ex. triacétine,
tributyrine) sont solubles dans I’eau, alors que ceux a longues chafnes (p.ex. trioléine) ne
le sont pas. La réaction de lipolyse pour les vraies lipases a lieu a I’interface eau-lipide.
Elles ne démontrent que peu d’activité lorsque le substrat est sous une forme
monomérique tandis que 1’activité augmente rapidement lorsque la limite de solubilité est
dépassée et que le substrat forme des émulsions. Ce phénomene est connu sous le nom
d’activation a I’interface («interfacial activation »), décrivant ainsi le fait que 1’activité
des lipases est fortement influencée par la présence de substrats sous forme d’émulsion
(Jaeger et al., 1994, Jaeger et Reetz, 1998; Salameh et Wiegel, 2007). Dans le passé, les
lipases, par opposition aux estérases, étaient ainsi définies comme des carboxylestérases

agissant sur des substrats émulsifiés (Ferrato et al., 1997; Sarda et Desnuelle, 1958).

La détermination de la structure tridimensionnelle des lipases a permis d’émettre une

explication plausible pour I’activation a I’interface. Le site actif des lipases est recouvert
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par un segment hélicoidal, un couvercle («lid»). En se liant & 1’interface, ce
«couvercle » se retire, convertissant ainsi ’enzyme de sa forme fermée a sa forme
ouverte. Le site actif de I’enzyme est maintenant accessible au solvant. Au méme
moment, une large surface hydrophobique est exposée ce qui faciliterait probablement la
liaison de la lipase a I’interface (Brzozowski et al., 1991; Cygler et Schrag, 1997).
Toutefois, Verger (1997) rapporte des exemples de lipases qui en dépit d’avoir cette
structure recouvrant leur site actif, n’adhére pas au phénomene d’activation a ’interface.
Ces observations ménent a la conclusion que la présence de ce couvercle et I’activation a
I'interface sont des critéres invalides pour classer une enzyme dans la catégorie des
lipases. 11 en découle donc la définition actuelle et simple des lipases qui, comme
mentionné précédemment, sont des carboxylestérases qui catalysent I’hydrolyse

d’acylglycérols a longues chaines (Verger, 1997).

Le fait que les lipases agissent a I’interface eau-lipide implique que les paramétres
cinétiques (p.ex. Ky et Via) des vraies lipases ne peuvent pas étre décrits par les
équations de Michaelis-Menten (Jaeger et Reetz, 1998). En effet, ces derniéres ne sont
valides que si la réaction catalytique se produit dans une phase homogene. Il est donc
nécessaire d’avoir un modele approprié pour déterminer ces paramétres. Dans son article
de revue, Holmquist (2000) résume et illustre bien le modele proposé. Pour étudier les
parametres cinétiques des lipases, la technique monocouche (« monolayer technique ») a
€été¢ largement employée dans le passé (Ransac et al., 1997) et plus récemment, la
technique de la goutte d’huile (« oil-drop ») a été mise de ’avant (Labourdenne et al.,
1997). Dans le cas des estérases, comme elles agissent sur des substrats solubles, les
équations de Michaelis-Menten peuvent donc s’appliquer. La formation d’émulsion

eau/substrat n’influence en rien I’activité des estérases.

Malgré I’absence d’un couvercle recouvrant leur site actif, les estérases partagent
plusieurs similarités structurales avec les lipases (p.ex. séquences consensus, patron de
repliement). Toutefois, I’analyse des séquences en acides aminés permet de relever
quelques disparités (Fojan et al., 2000). Dans ce travail, comme les lipases constituent un

point d’intérét marqué, 1’accent sera dorénavant mis sur elles.
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1.3.3. Description structurale et mécanisme d’action des lipases

Les lipases sont des enzymes qui ont un poids moléculaire pouvant varier de 19 a 60 kDa.
Structurellement, elles ont toutes le méme modele de repliement : le repliement o/p-
hydrolase (Ollis et al., 1992). Ce modele de repliement est partagé par une grande variété
d’enzymes hydrolytiques (p.ex. protéases, estérases, lipases, déshalogénases), d’ou le
nom hydrolase. Le repliement «canonique » o/B-hydrolase typique est composé d’un
feuillet B principalement parallele comprenant huit segments différents (B1-B8), seul le
deuxiéme segment (B2) est antiparallele. Les segments B3 a B8 sont reliés par six hélices
a (A a F) de part et d’autre du feuillet B central. La figure 2 illustre la structure secondaire
générale du repliement « canonique » o/B-hydrolase. Au niveau du site actif des enzymes
ayant ce type de repliement, les résidus catalytiques forment une triade catalytique tres
conservée : un nucléophile (sérine, cystéine, acide aspartique) positionné aprés le
segment B5, un résidu acide presque toujours situé aprés le segment B7 et une histidine,
toujours conservée, localisée apres le segment B8 (Nardini et Dijkstra, 1999). Chez les
lipases, la triade catalytique se compose d’une sérine, d’un acide aspartique (ou
glutamique) et d’une histidine (Jaeger et Reetz, 1998). La sérine nucléophile fait partie
d’un pentapeptide trés conservé (Gly-X-Ser-X-Gly) formant un motif caractéristique « -
turn-o » appelé « coude nucléophile ». Toutefois, les lipases de bactéries Gram positives
(p.ex. G. stearothermophilus, famille 1.5, selon la classification d’Arpigny et Jaeger
(1999)) comportent une exception au niveau du pentapeptide conservé : une alanine
remplace la premicre glycine dans ce dernier (Ala-X-Ser-X-Gly). De la méme fagon, les
enzymes de la famille II (Arpigny et Jaeger, 1999) n’exprime pas le pentapeptide
conventionnel, mais plutdt un motif Gly-Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] contenant la sérine du

site actif. C’est pour cette raison que la famille II est aussi appelé famille GDSL.
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Figure 2. Schéma de la structure secondaire générale du repliement « canonique »
a/B-hydrolase. (D’apres Ollis et al. (1992), tiré de Nardini et Dijkstra (1999)) Les
hélices a et les segments B sont représentés, respectivement, par des cylindres blancs et
des fleches grises. Les résidus catalytiques sont indiqués par des points noirs. Les lignes
tiretées indiquent les endroits ot il est possible de retrouver des insertions.

En raison de la grande diversité d’enzymes hydrolytiques possédant ce modele de
repliement, plusieurs déviations peuvent apparaitre dans la structure secondaire typique.
Ces déviations comprennent autant des changements mineurs au niveau des acides
aminés que des changements plus importants comme des segments B et des hélices a

supplémentaires. Nardini et Dijkstra (1999) rapportent des exemples de telles déviations.

Comme il a été mentionné précédemment, les lipases sont des enzymes qui hydrolysent
les liens carboxyl esters présents dans les triacylglycérols pour libérer des acides gras et
du glycérol. La triade catalytique des lipases (Ser-Asp/Glu-His) est similaire a celle des
protéases a sérine, ce qui a permis d’en déduire le mécanisme de lipolyse (Jaeger et al.,
1999; Jaeger et Reetz, 1998). L’hydrolyse du substrat débute par 1’attaque nucléophile de
I’atome d’oxygene du groupement hydroxyle de la sérine sur ’atome de carbone
carbonyle du lien ester du substrat. Il en résulte la formation d’un intermédiaire
tétraédrique, stabilisé par des liens hydrogene avec des groupes NH (« trou oxyanion »)
de la chaine principale d’acides aminés. Le caractére nucléophile de la sérine est
augmenté par la présence de I’histidine catalytique, laquelle accepte le transfert du proton

du groupement hydroxyle de la sérine. Ce transfert est favorisé par la présence de 1’acide
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catalytique (acide aspartique ou glutamique). La rupture de 1’intermédiaire tétraédrique
entraine la libération d’un alcool. Le complexe acyl-lipase résultant est finalement
hydrolysé libérant du coup un acide gras et entrainant la régénération de 1’enzyme. Il est
possible de retrouver une description mécanistique plus approfondie dans D’article de

revue de Jaeger et al. (1999).

1.3.4. Propriétés physicochimiques des lipases

La grande diversité de bactéries produisant des lipases, et ce sous différentes conditions,
entraine inévitablement une grande variabilité au niveau des propriétés de ces enzymes.
Généralement, les lipases ont un pH optimum d’activité aux alentours de pH 7 (neutre)
ou a un pH plus élevé, c’est-a-dire dans des conditions alcalines. Elles sont aussi stables
sur une grande fenétre de pH, variant de pH 4 4 pH 11 (Gupta et al., 2004). A 1’opposé
des lipases alcalines, les lipases acides n’ont fait ’objet que de peu d’études (Bradoo et
al.,, 1999; Liu et al., 2007). Coté température d’activité, les lipases bactériennes sont
optimales généralement entre 30 et 60°C. Toutefois, il existe des cas ou la température
optimale des lipases se retrouve dans des intervalles inférieurs ou supérieurs. Il suffit de
penser aux lipases thermostables pour trouver des exemples d’enzymes ol I’activité est
optimale a des températures supérieures a 60°C. Par exemple, Geobacillus
thermocatenulatus produit une lipase dont 1’activité maximale est a 75°C en utilisant la
trioléine comme substrat (Schmidt-Dannert et al., 1997). Cette méme enzyme, a 60°C, a
une activit¢ maximale a pH 9,0 en employant toujours la trioléine comme substrat,
illustrant ici le caractere alcalin de la lipase. Burkholderia cepacia RGP-10 sécréte aussi
une lipase alcaline aux propriétés extrémes (Rathi et al., 2000; Rathi et al., 2001). Son
activité optimale a été observée a pH 11 et a 90°C tout en ayant une activité dans un large
éventail de température (25-100°C). Dans certain cas, la thermostabilité des lipases peut
étre augmentée par I’addition de stabilisateurs. Par exemple, 1’ajout d’éthyléne glycol, de
sorbitol ou de glycérol permet d’augmenter la thermostabilité de la lipase produite par

Bacillus sp. J33 (Nawani et Kaur, 2000).
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Généralement, les lipases sont reconnues comme étant stables dans des solvants
organiques. Cela constitue une caractéristique intéressante pour le développement
d’applications industrielles. Cependant, il existe quelques exceptions ol les solvants
organiques stimulent ou inhibent D’activité enzymatique (Gupta et al., 2004). Les
cofacteurs ne sont ordinairement pas requis pour 1’activité des lipases, mais des cations
divalents (p.ex. Ca®*, Mg2+, Zn*") peuvent stimuler I’activité. C’est le cas de la lipase
thermophile produite par Geobacillus thermoleovorans ID-1 dont I’activité est stimulée
par les cations Ca’** ou Zn* (Lee et al., 1999). L’effet stimulateur des ions calciques
pourraient s’expliquer par leur capacité de titrage des acides gras libérés par la lipolyse,
ce qui préviendrait I’effet inhibiteur des acides gras libres sur I’activité des lipases. Il
pourrait aussi y avoir un lien au niveau structural (Kim et al., 2000). Les métaux lourds
(p.ex. Co™, Ni**, Hg**, Sn®*), quant 2 eux, inhibent fortement les lipases. Par exemple,
I’activité enzymatique de la lipase de Geobacillus sp. TW1 est inhibée par les ions Cu**
et Mn** (Li et Zhang, 2005).

Les inhibiteurs de lipases sont utiles pour étudier les propriétés structurales et
mécanistiques des lipases, mais aussi d’un point de vue pharmacologique. En effet, les
inhibiteurs de lipases peuvent aider a créer des médicaments pour le traitement de
I’obésité et des problemes d’acné, par exemple (Gupta et al., 2004). Les inhibiteurs
peuvent étre divisés en deux groupes : les inhibiteurs non-spécifiques (réversibles) et les
spécifiques (irréversibles ou réversibles). Les non-spécifiques sont des composés qui
n’agissent pas directement au site actif des lipases, ils exercent leur effet en modifiant la
conformation ou les propriétés a l’interface de 1’enzyme. Les sels biliaires et les
surfactants en sont de bons exemples. Les inhibiteurs spécifiques agissent directement au

site actif de I’enzyme, il s’agit souvent d’analogues de substrats.

1.3.5. Spécificité du substrat

Le glycérol constitue 1a molécule de base des triacylglycérols, les substrats typiques des
lipases et des estérases. Dans une projection de Fisher et selon la nomenclature

internationale, le groupement hydroxyle secondaire est positionné a gauche et les atomes
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de carbone sont numérotés 1, 2 et 3 du haut vers le bas (sn-, stéréospécifiquement
numéroté) (Jaeger et al., 1994). Cela permet une description claire er précise des

glycérides.

Selon leur spécificité du substrat, les lipases microbiennes peuvent étre regroupées en
trois catégories : les non-spécifiques, les régiospécifiques et les acides gras spécifiques
(Gupta et al., 2004). Les lipases non-spécifiques agissent au hasard sur la molécule de
triacylglycérol (sur les trois positions) et ce, peu importe la nature des acides gras qui la
compose. Il en résulte une hydrolyse compléte, libérant du coup des acides gras et du
glycérol. Les lipases régiospécifiques hydrolysent seulement les liens esters primaires,
c’est-a-dire les liens esters des atomes C1 et C3 du glycérol. Ce sont des lipases 1,3-
spécifiques. Plusieurs produits peuvent étre générés : des acides gras libres, du 1,2(2,3)-
diacylglycéride et du 2-monoacylglycéride. Peu de lipases démontrent une
régiosélectivité pour la position sn-2 du glycérol (Lanser et al., 2002). En troisieéme lieu,
les lipases, acides gras spécifiques, sont des enzymes qui ont une préférence marquée
pour un type d’acide gras (p.ex. présence d’une double liaison a une position définie de
’acide). Les lipases bactériennes expriment davantage une préférence envers la longueur
des acides gras qui composent le triacylglycéride (chaine courte, moyenne ou longue) que

sur la nature méme de ceux-ci.

Les lipases ont aussi une nature énantio-/stéréosélective. Cela signifie qu’elles sont
capables de différencier les énantiomeres d’une paire racémique. Cette propriété est trés
utile, entre autre, en syntheése organique. Cette nature dépend principalement de la
structure du substrat, des interactions au site actif et des conditions réactionnelles (Gupta

etal., 2004).

1.3.6. Conditions de production des lipases

Les lipases bactériennes sont principalement extracellulaires et leur production est

grandement influencée par une multitude de facteurs physicochimiques et nutritionnels
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comme la température, le pH, I’agitation, la concentration d’oxygeéne dissous, les sources

de carbone et d’azote, la présence de lipides et de sels inorganiques (Gupta et al., 2004).

La température optimale pour la production de lipase par une bactérie correspond 2 la
température optimale pour la croissance de cette bactérie. Il en est de méme pour les
conditions de pH. Comme la production de lipase s’effectue tout au long de la croissance
des bactéries, avec une production maximale en fin de croissance exponentielle, la

période d’incubation peut donc varier d’une bactérie a 1’ autre.

La présence de cations divalents peut stimuler ou inhiber la production d’enzymes chez
les microorganismes. Chez Burkholderia cepacia RGP-10, la production de lipase est
augmentée en présence de Mg et de Ca®* (Rathi et al., 2001). Toutefois, la plupart des
autres sels d’ions métalliques ont un effet inhibiteur sur la production. Les besoins en

ions métalliques varient d’un microorganisme a I’autre.

La source d’azote serait aussi importante pour la production de lipase. Généralement, de
I’azote organique (p.ex. des peptones et des extraits de levures) est employé dans les
milieux de culture. Plusieurs espéces de Bacillus et de Pseudomonas utilisent de 1’azote
organique pour produire des lipases (Abdel-Fattah, 2002; Burcu Bakir Ateslier et Metin,
2006; Lanser et al., 2002). Des sources d’azote inorganique, comme le chlorure
d’ammonium et le sulfate d’ammonium, ont aussi été rapportées efficaces chez certaines

bactéries (Becker et al., 1997; Bradoo et al., 1999; Rathi et al., 2002).

Le facteur ayant probablement le plus d’influence sur la production de lipase est, sans
aucun doute, la source de carbone. Comme les lipases sont principalement des enzymes
inductibles, elles sont généralement produites en présence d’une source de lipides comme
de T’huile (p.ex. d’olive, de canola, de palme) ou d’autres inducteurs comme des
triacylglycérols, des acides gras, des Tweens ou du glycérol (Abdel-Fattah, 2002; Becker
et al., 1997; Gupta et al., 2004; Gupta et al., 2004; Handelsman et Shoham, 1994; Lee et
al., 1999; Rathi et al., 2002). De plus, la production de lipase peut étre grandement

influencée par la présence d’autres sources de carbone comme des sucres, des sucres
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réducteurs et d’autres sources complexes. Par exemple, la lipase de Bacillus sp. RGS-1
est faiblement induite par des huiles alors que des sucres comme le galactose, le lactose et
le mannitol induisent sa production (Gupta et al., 2004). Aussi, ’effet combiné de la
présence d’un inducteur et d’un sucre peut &tre bénéfique. C’est le cas pour cette souche
(RGS-1) de Bacillus sp. En effet, Gupta et al. (2004) ont rapporté que 1’incorporation de
10 mL/L de glycérol et 2 g/L de glucose dans le milieu de culture qu’ils ont défini, est
optimale pour la production de lipase. Toutefois, I’influence des sucres n’est pas toujours
positive. Fakhreddine et al. (1998) relatent des exemples ol 1’addition de Tween 80
(sorbitan monooléate de polyoxyéthylene) stimulait la production de lipase, mais que
combiné a I’addition de glucose, cette production diminuait. Le méme phénomene était
observé lorsque le glucose ou d’autres sucres (p.ex. fructose, sucrose, maltose)
constituaient la seule source de carbone. La situation est identique en ce qui concerne les
acides gras a longues chaines comme les acides oléique, linoléique et linolénique, parfois
ils favorisent la production, parfois ils la répriment (Gupta et al., 2004). La source de
carbone apparait donc comme un élément clé pour la production de lipase, son choix est

déterminant.

1.3.7. Méthodes de détection et de dosage des lipases

1.3.7.1. Détection et criblage de bactéries lipolytiques

Quand vient le temps de choisir une méthode pour la détection et le criblage de bactéries
ayant une activité lipolytique, plusieurs facteurs sont a prendre en considération. Les
conditions de culture et la nature du substrat utilisé sont deux éléments qui peuvent
grandement influencer les résultats de cette démarche. Shelley et al. (1987) suggerent que
trois criteres doivent étre remplis afin de détecter une bactérie lipolytique. Premiérement,
la bactérie doit croitre sur le milieu de culture utilisé. Deuxieémement, la bactérie doit
produire ou secréter la lipase (ou estérase) dans les conditions de croissance qui lui sont
fournies. Finalement, la méthode de détection doit étre suffisamment sensible. En
pratique, il est tres difficile de combler ces trois criteres, c’est pour cette raison que, la
plupart du temps, plusieurs méthodes de détection sont combinées pour ne pas passer a

coté de bactéries au potentiel intéressant.
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Généralement, I’activité lipase est testée sur des triacylglycérols composés d’acides gras
a longues chaines, comme la trioléine. La trioléine est le substrat idéal pour les lipases et
le fait qu’elle soit liquide a la température ol la plupart des tests ont lieu, facilite son
émulsification (Thomson et al., 1999). En effet, comme les lipases sont actives 2
Iinterface eau-lipide, il est primordial que le substrat soit adéquatement émulsifié, avec
ou sans I’aide de stabilisateurs (p.ex. gomme arabique) ou d’émulsifiants (p.ex. Triton X-
100). Une bonne alternative a la trioléine est 1’utilisation de 1’huile d’olive comme
substrat, cette derni¢re contient plus de 70% d’acide oléique et est beaucoup moins
coliteuse que la trioléine (Brockerhoff et Jensen, 1974). La tributyrine est aussi un
substrat intéressant, entre autre, parce qu’elle se disperse bien dans 1’eau sans I’ajout
d’émulsifiants. 11 est cependant important de se rappeler que la tributyrine n’est pas un
substrat appropri€é pour la détection d’une « vraie » lipase. La majorité des lipases
hydrolyse la tributyrine, mais un résultat positif avec ce substrat doit &tre confirmé avec
de la trioléine pour étre certain qu’il ne s’agit pas d’une estérase. Les divers Tweens
constituent une autre catégorie de substrats qui peuvent étre employés; toutefois, leur
utilisation est critiquée, car ils constituent aussi des substrats pour les estérases, ce qui

peut donner des faux-positifs si des lipases sont recherchées (Thomson et al., 1999).

L’isolement et la détection de bactéries productrices de lipases se fait principalement sur
milieux solides et plusieurs méthodes ont été décrites : il y a les méthodes basées sur des
changements au niveau de 1’apparence du substrat, les méthodes qui utilisent des
substrats fluorogéniques et les méthodes basées sur I’emploi de colorants. Dans le
premier cas, la production de lipase entraine la formation d’une zone claire
(Eclaircissement) ou turbide (formation d’un précipité) autour de la colonie. Lorsque le
Tween 80 est utilis€ comme substrat en présence de calcium, 1’activité lipase provoque la
formation d’un halo opaque (il s’agit d’un précipité d’oléate de calcium) autour des
colonies positives (Shelley et al., 1987). C’est la technique de précipitation au calcium.
L’activité lipase bactérienne sur milieu solide peut aussi étre évaluée en utilisant des
substrats fluorogéniques. La technique la plus connue est certainement celle décrite par

Kouker et Jaeger (1987) ou de la rhodamine B est incorporée au milieu de culture comme
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indicateur. A ’origine, ils ont utilisé de I’huile d’olive purifiée et émulsifiée comme
substrat; toutefois, d’autres substrats peuvent &tre employés (p.ex. triacylglycérols,
Tweens). Dans ce test, les colonies qui produisent une activité lipase entrainent la
formation de halos fluorescents de couleur orange qui peuvent étre visualisés sous une
lumiére ultra-violette (UV) a une longueur d’onde de 350 nm. A la lumiére blanche, ces
colonies ont une coloration rouge foncée alors que les colonies qui n’ont pas d’activité
lipolytique sont roses. Comme le soulévent Thomson et al. (1999), cette distinction basée
sur la différence d’intensité de la couleur rouge amene inévitablement la possibilité que
des colonies ayant une faible activité ne soient pas identifiées. A ’origine, Kouker et
Jaeger avaient suggéré que la fluorescence était le résultat de la génération de dimeres
excités de rhodamine B (Kouker et Jaeger, 1987). Plus tard, Jaeger et al. ont réfuté cette
hypothése et postulé que la fluorescence était plutdt due a la formation d’un complexe
rhodamine B-acide gras libre (Jaeger et al., 1994), ’acide gras provenant du substrat
hydrolysé. Cette méthode posseéde deux avantages majeurs: elle est insensible aux
variations de pH et elle permet le ré-isolement des bactéries, car la rhodamine B n’affecte
en rien la croissance ni les propriétés physiologiques des bactéries. Il est méme possible
de corréler quantitativement le diametre de la zone d’hydrolyse avec I’intensité de

I’activité lipase.

Dans cet ouvrage, seules les deux premiéres méthodes sont priorisées. Le lecteur peut se
référer a ’excellente revue de Thomson et al. (1999) pour des détails sur les méthodes
basées sur I’emploi de colorants. Il y trouvera aussi davantage d’information sur les deux

premiéres méthodes décrites ici.

1.3.7.2. Dosage de I’activité lipase

Afin d’évaluer la quantité de lipases produites et leurs propriétés (p.ex. spécificité du
substrat, parametres cinétiques), plusieurs méthodes de dosage ont été mises au point. La
mesure de Iactivité lipase peut se faire autant avec des préparations brutes (surnageants
de culture, (Sarkar et al., 1998)) qu’avec des préparations purifiées (enzymes purifiées

(Nawani et Kaur, 2000)).
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Une des plus anciennes méthodes et répandues est la titrimétrie ou titrage. Cette méthode
est connue sous le nom de « pH-stat method ». L’activité lipase est déterminée a partir de
la quantit¢é de NaOH (une base) qu’il faut ajouter &4 une solution émulsifiée de
triacylglycérols pour neutraliser les acides gras libérés par I’action de la lipase dans le
temps (Beisson et al., 2000; San Clemente et Vadehra, 1967). Le but est de maintenir le
PH a une valeur constante définie. La trioléine ou I’huile d’olive sont généralement
utilisées comme substrats, mais la tributyrine et la triacétine peuvent aussi étre employées
avec cette méthode (Gupta et al., 2003). Cette méthode de titrage est trés sensible et
quantitative et permet de mesurer jusqu’a 1 umole d’acides gras libérés par minute.
Toutefois, a des pH inférieurs a 7, ou les acides gras ne sont pas totalement ionisés, le
titrage devient quasi impossible a réaliser. Ce dernier point représente le désavantage

principal de cette technique.

La turbidimétrie est une autre méthode qui est utilisée pour le dosage de I’activité
enzymatique. En effet, comme I’activité lipase s’exerce sur des substrats émulsifiés, il est
donc possible de mesurer 1’éclaircissement d’un milieu réactionnel et de faire le lien avec
I’activité (Thomson et al., 1999). L’inverse peut aussi se faire, c’est-d-dire mesurer
I"augmentation de la turbidité d’une solution. Par exemple, von Tigerstrom et
Stelmaschuk ont utilisé du Tween 20 (sorbitan monolaurate de polyoxyéthyleéne) en
présence de CaCl, pour déterminer I’activité estérolytique de Lysobacter enzymogenes
(von Tigerstrom et Stelmaschuk, 1989). Ils ont suivi la réaction en mesurant
I’augmentation de la densité optique 2 500 nm, augmentation due a la libération des

acides gras provenant du Tween 20 et leur précipitation sous forme de sels de calcium.

L’utilisation de substrats synthétiques pour le dosage de I’activité lipolytique est
largement répandue dans la littérature, en particulier au niveau des tests
spectrophotométriques. Les p-nitrophényl (pNP) esters d’acides gras sont généralement
utilisés dans ce genre de test. Les esters a courtes chalnes comme le p-nitrophényl
butyrate (pNPB) sont solubles dans I’eau et permettent la quantification de I’activité

estérase alors que I’hydrolyse d’esters a longues chaines comme le p-nitrophényl
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palmitate (pNPP) permettent la mesure d’activité lipase (Gupta et al., 2003). Toutefois,
I’utilisation du p-nitrophényl laurate (pNPL) et du pNPP pour déterminer 1’activité lipase
fait parfois ’objet de critique, car ces substrats peuvent aussi étre hydrolysés par des
estérases non-spécifiques (Jaeger et al., 1996; Thomson et al., 1999). Mais comme il
s’agit de substrats synthétiques, toutes activités lipase devraient étre confirmées avec un
substrat naturel (p.ex. huile d’olive). Afin de quantifier I’activité enzymatique, le
relachement du p-nitrophénol est mesuré au spectrophotométre a une longue d’ondes de
405 nm (cette valeur peut variée selon le spectrophotometre utilisé). Une coloration jaune
apparait avec I’augmentation de la quantité de p-nitrophénol libéré. L’activité
enzymatique peut étre quantifiée en unité U et 1 U correspond a la quantité d’enzymes
qu’il faut pour libérer 1 pumol de p-nitrophénol par minute (Gupta et al., 2002). Une
limite trés importante de cette méthode de dosage est le fait que les réactions
enzymatiques ne peuvent avoir lieu a des pH acides, car le p-nitrophénol n’absorbe pas 2
des pH acides (Kademi et al., 2000). Elle est donc surtout utile pour faire des tests de
caractérisation a pH neutre ou alcalin. Toutefois, il est possible de faire les réactions en
conditions acides et suite a I’arrét de la réaction, augmenter le pH et faire 1a lecture de
I’absorbance. L’inconvénient, c’est que ¢a ne permet pas de faire de cinétiques. Un autre
€lément important a considérer est le coefficient d’extinction molaire (¢) du p-
nitrophénol, en référence a la loi de Beer-Lambert (A = g*1*c). La valeur du coefficient
varie selon les conditions de pH et de température dans lesquelles les tests ont lieu (Gupta
et al., 2003). Sa valeur varie méme si un surfactant (p.ex. Triton X-100) est ajouté au
tampon réactionnel (Gupta et al., 2002). Il est alors primordial de déterminer la valeur du
coefficient d’extinction molaire du p-nitrophénol dans chacune des conditions o les tests

d’activité enzymatique sont réalisés.

Il existe une multitude d’autres méthodes de dosage de I’activité lipase comme des
méthodes fluorométriques (p.ex. des acides gras estérifiés a de 1’umbelliférone),
chromatographiques (p.ex. TLC, GC, HPLC), immunologiques (p.ex. ELISA), sans
oublier les méthodes basées sur les propriétés a I’interface (p.ex. technique de la goutte
d’huile). Plusieurs excellentes revues (Beisson et al., 2000; Gupta et al., 2003; Thomson

et al., 1999) ont ét€ publiées concernant ces techniques, le lecteur peut s’y référer pour de
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plus amples informations. Dans le cadre du présent travail, la méthode

spectrophotométrique a été utilisée.

1.3.8. Potentiel biotechnologique (industriel) des lipases/estérases

Plusieurs raisons expliquent le haut potentiel biotechnologique des lipases : elles sont
généralement stables dans des solvants organiques; elles ne requierent pas de cofacteurs
et ne catalysent pas de réactions secondaires; elles ont une large spécificité de substrats,
en plus d’exprimer une énantiosélectivité élevée (Jaeger et Eggert, 2002; Jaeger et Reetz,
1998). De plus, les lipases peuvent facilement étre produites en grande quantité par des

microorganismes (p.ex. bactéries et levures).

Ces propriétés font des lipases des candidates intéressantes pour une multitude
d’applications industrielles. Le domaine d’applications des lipases le plus important
commercialement est I’industrie des détergents. Il est estimé que 1000 tonnes de lipases
sont ajoutées aux environ 13 milliards de tonnes de détergents produits chaque année
(Jaeger et Reetz, 1998). En 1994, Novo Nordisk, le leader mondial dans la production
d’enzymes industrielles, a commercialisé la premiére lipase, Lipolase™, et elle provenait
de la levure thermophile Thermomyces lanuginosus. Les lipases sont présentes dans
toutes sortes de détergents, comme les détergents a lessive et pour lave-vaisselle. Selon
Jaeger et Reetz (1998), il y a trois défis auxquels doivent faire face les producteurs de
lipases pour détergents. Premiérement, en raison de la grande diversité au niveau du
contenu en triglycérides des taches de gras, les lipases doivent avoir une faible spécificité
de substrats. Deuxieémement, 1’exposition possible a de dures conditions de lavage (pH
10-11, 30-60°C) nécessite des enzymes stables. Finalement, les lipases doivent pouvoir
résister a la dénaturation chimique et/ou a I’attaque de protéases que certains additifs
peuvent causer. C’est pour cela que beaucoup de travaux sont réalisés chaque année sur
la recherche de nouvelles lipases aux propriétés toujours plus intéressantes. Les bactéries
thermophiles sont des cibles de choix en raison des caractéristiques inhérentes a la

thermostabilité de leurs enzymes.
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Un autre domaine d’application des lipases est I’industrie des pites et papiers. Dans cette
industrie, les lipases sont employées pour éliminer la résine naturelle (« pitch ») de la
pate (Jaeger et Reetz, 1998). La résine naturelle désigne ’ensemble des composantes
hydrophobes du bois, comme les triglycérides et les cires. Ces résines causent des

problemes au niveau des procédés de production des pates et du papier.

La capacité a catalyser des transformations chimio-, régio- et stéréosélectives fait des
lipases et des estérases d’excellents catalyseurs en synthése organique. Elles sont
employées pour la syntheése de produits chimiques fins et surtout pour la préparation
d’intermédiaires chiraux dans les industries pharmaceutiques (Panda et Gowrishankar,

2005; Salameh et Wiegel, 2007).

Outre des applications au niveau des détergents, des pites et papiers et de la synthése
organique, les lipases et les estérases sont trés utiles dans les domaines alimentaire,
pharmaceutique, médical, de 1’agriculture et de production de biodiesel pour ne nommer
que ceux-la. Pour de plus amples informations concernant ces applications, le lecteur est
invit€ a consulter les articles de revue suivants: Jaeger et Reetz (1998), Panda et

Gowrishankar (2005) et Salameh et Wiegel (2007).

1.3.9. Sources de lipases

Les lipases sont ubiquitaires dans 1’environnement. Elles sont produites par une variété
de plantes, d’animaux et de microorganismes. Les lipases microbiennes, c’est-a-dire
produites par des bactéries ou des levures, sont largement exploitées pour des
applications biotechnologiques. Les lipases bactériennes font I’objet exclusif de ce
travail. Malgré la grande diversité de sources possibles de lipases, seules quelques
especes bactériennes font 1’objet d’une exploitation commerciale, que ce soit au niveau
de souches sauvages ou recombinantes. Les plus importantes proviennent des genres
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium et

Pseudomonas (Gupta et al., 2004).
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Voici quelques exemples de lipases thermostables connues. Geobacillus (Bacillus)
thermocatenulatus produit une lipase thermostable de 43 kDa (Schmidt-Dannert et al.,
1997). Elle posséde une activité maximale entre 55 et 75°C dépendamment du substrat.
Son pH optimum d’activité a 60°C dépend aussi du substrat: avec la trioléine, le
maximum d’activité était observé a pH 9,0 alors qu’avec la tributyrine, il se trouvait a pH
8,0. Dans des conditions de pH variant de 9 a 11, I’enzyme est stable aprés 14 heures
d’incubation a 30°C. La présence de détergents comme le CHAPS et le Triton X-100
augmente aussi son activité. Bacillus sp. J33 (Nawani et Kaur, 2000) secréte aussi une
lipase d’une grande stabilité¢ (12 heures a 60°C). Cette stabilité s’observe aussi en
présence de divers additifs. Rathi et al. (2000; 2001) ont caractérisé une lipase produite
par Burkholderia cepacia RGP-10 dont les propriétés remarquables en font un additif
potentiel pour des détergents. Mise a part des conditions optimales d’activité de pH 11 a
90°C et une demi-vie de plus de 13 heures a 90°C, cette lipase possede une tres grande
stabilité envers des surfactants, des détergents commerciaux, des agents oxydants et des
protéases. C’est ce genre de caractéristiques qu’idéalement les lipases/estérases
recherchées dans le cadre de ce projet de recherche devraient posséder. Le tableau I

résume quelques propriétés d’exemples de lipases thermostables.
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Tableau I. Exemples de bactéries et des propriétés de leurs lipases thermostables.

A Température pH VA i
Bactéries optimale (°C) optimal Autres propriétés Références
. . - R (Rathi et al.,
Burkholderia cepacia 90 11,0 dem1-v1eode 13ha 2000; Rathi et al.,
RGP-10 90°C
2001)
(Nawani et al.,
Bacillus sp. J33 60 8,0 stable 12h a 60°C 1998; Nawani et
Kaur, 2000)
; R (Schmidt-
Geobacillus 5575 8,0-9.0 stable a pI\-I 9-3 1 pour Dannert et al.,
thermocatenulatus 14h a 30°C
1997)
Geobacillus demi-vie de 30 min a
thermoleovorans ID-1 75 7.5 70°C (Lee et al., 1999)
Geobacillus 70 90 . (Abdel-Fattah,
thermoleovorans YN ’ 2002)
90-95% d’activité
. . résiduelle apres 15h a (Wang et al.,
Bacillus strain A30-1 60 9,5 pH 5,0-10,5: demi-vie 1995)
de 8h a 75°C
75% d’activité
résiduelle apres 90 min .
Pseudomonas sp. 65 9,6  265°C; plus de 70% (Kulkarni et

d’activité résiduelle
apres 2h a pH 5-9

Gadre, 1999)

1.4. Deux approches de recherche d’enzymes

La vaste diversité microbienne est une ressource d’une grande importance pour les

industriels a la recherche de produits ou de procédés biotechnologiques. Les

microorganismes sont ubiquitaires dans 1’environnement et la majorité d’entre eux n’ont

pas encore €t€ découverts et/ou étudiés. Cela est dii au fait qu’historiquement pour étre

adéquatement caractérisés, les microorganismes doivent étre isolés en culture pure.

Toutefois, puisque seul 1% des microorganismes peuvent étre isolés en culture pure, cela

signifie que 99% des ressources microbiennes échappent a la communauté scientifique

(Lorenz et al., 2002). Avec les récents progres de la biologie moléculaire, 1a recherche de

nouveaux biocatalyseurs bénéficie maintenant de nouveaux outils. A 1’approche classique
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de Tisolement des microorganismes en culture pure s’ajoute maintenant 1’approche

métagénomique.

1.4.1. L’approche métagénomique

Traditionnellement, la méthode utilisée pour obtenir de nouvelles enzymes bactériennes
consistait a isoler et cultiver des bactéries via des techniques standards et 2 partir de
cultures pures, cribler pour I’activité recherchée. Afin de palier aux problemes
d’isolement et de culture de ces derniéres, 1’approche métagénomique a été développée.
Dans cette approche, la diversité génétique d’un consortium bactérien, le « métagénome »
provenant d’un environnement défini est extrait et est introduit dans un hdte hétérologue.
Il en résulte une métagénotheque contenant des milliers de clones. Les clones sont ensuite
criblés pour identifier les geénes d’intérét, c’est-a-dire qui codent pour I’activité

enzymatique recherchée.

Le criblage peut s’effectuer selon deux méthodes complémentaires : le criblage par
hybridation et le criblage fonctionnel (Lorenz et al., 2002). Le criblage par hybridation
est la méthode la plus conservatrice des deux, car elle se base sur la recherche de
séquences déja connues. Elle se fait sur puces a ADN. Le criblage fonctionnel ou par
activité posseéde un avantage notable sur le criblage par hybridation: il permet la
découverte de genes d’intérét complétement nouveaux, c’est-a-dire qui n’ont pas
d’homologie avec les séquences connues. Cependant, cela implique que les génes soient
exprimés par I’hote hétérologue pour que I’activité soit détectée, ce qui n’est pas toujours
évident. En effet, cela peut constituer une limite importante de cette approche. Le cas des
lipases bactériennes illustre bien cette complication. Les lipases produites par diverses
especes de Bacillus peuvent facilement étre surexprimées dans Escherichia coli, selon
des systemes de surexpression conventionnels (Kim et al., 1998; Kim et al., 2000;
Sinchaikul et al,, 2001). Toutefois, plusieurs enzymes, comme les lipases de
Pseudomonas et Burkholderia, ne peuvent étre surexprimées dans de tels systémes. Les
lipases produites par les espéces de Pseudomonas nécessitent 1’assistance fonctionnelle

d’une trentaine de protéines cellulaires différentes avant de pouvoir étre récupérées dans
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un surnageant de culture sous une forme active. Cela sous-entend que le repliement et la
sécrétion de ces lipases est un processus spécifique qui ne peut se faire adéquatement

dans un hote hétérologue (Rosenau et Jaeger, 2000).

Depuis quelques années, plusieurs études employant I’approche métagénomique ont
permis d’identifier des génes codant pour des biocatalyseurs. A partir d’un consortium
microbien dégradant I’agar, Voget et al. (2003) ont identifié des génes codant pour une
amidase stéréosélective, deux cellulases, une a-amylase et deux pectate lyases. Plusieurs
études ont aussi permis d’identifier des génes codant pour des lipases et des estérases
(Elend et al., 2006; Henne et al., 2000), parfois méme ayant des propriétés thermophiles
(Rhee et al., 2005).

1.4.2. L’approche classique

Le principal désavantage de I’approche classique de recherche d’enzymes, soit les
problemes d’isolement de bactéries en cultures pures, est en grande partie attribuable au
manque de connaissances des conditions de culture particulieres de certaines bactéries.
Selon Davis et al.(2005), une partie importante de 1’explication pour cette incapacité 2
faire croftre la majorité des bactéries est la faible fréquence avec laquelle les bactéries de
I’environnement (p.ex. du sol) forment des colonies visibles lorsqu’elles sont inoculées
sur des milieux microbiologiques standards. Au cours des dernieres années, quelques
travaux (Davis et al., 2005; Joseph et al., 2003) se sont penchés sur 1’amélioration des
conditions de culture pour réaliser de tels isolements. Davis et al. (2005) ont relevé trois
facteurs déterminants : la grosseur de 1’inoculum, la composition du milieu de culture et

le temps d’incubation.

Un avantage indéniable de I’approche classique est 1’isolement possible de nouvelles
especes ou souches bactériennes originales provenant d’environnements particuliers et
ayant potentiellement des activités enzymatiques intéressantes parfois difficilement

exprimables dans des hotes hétérologues. Par exemple, Burcu Bakir Ateslier et Metin
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(2006) ont caractérisé une estérase thermostable produite par une souche de Bacillus

(Bacillus sp.4) nouvellement isolée d’une source thermale en Turquie.

1.4.3. Etape d’enrichissement

Avant de procéder a la recherche d’enzymes en tant que telle, il est primordial d’avoir
une biomasse diversifiée dont les caractéristiques favoriseront la découverte de
biocatalyseurs d’intérét. Une maniere d’arriver a cette fin est d’utiliser une biomasse qui
a été assujettie a des conditions particulieres (p.ex. pH, température, sources de carbone)
et dont, idéalement, les enzymes issues de la biomasse de cet environnement seront
capables de fonctionner dans lesdites conditions. Autant dans 1’approche métagénomique
que dans I’approche classique de recherche d’enzymes, une étape d’enrichissement peut
étre tres utile. Suite a leur enrichissement, Elend et al. (2006) ont isolé deux estérases via
une approche métagénomique. Dans une approche classique, suite a leurs enrichissements
respectifs, Abdel-Fattah (2002) et Li et Zhang (2005) ont isolé et caractérisé des lipases
thermostables produites par des espeéces de Geobacillus. Avec 1’approche
métagénomique, I’enrichissement n’est pas essentiel, mais cela permet d’augmenter la
possibilité de trouver des genes qui expriment I’activité désirée, car dans des
environnements naturels, la fréquence de détection des génes d’intérét est faible. Par
exemple, a partir d’échantillons de sols, Henne et al. (2000) recherchaient des lipases : ils
n’ont trouvé qu’un seul clone positif sur 730 000 clones criblés. Il est a noter que
I’enrichissement en fonction d’une caractéristique particulieére doit étre équilibré avec la
diminution parallele de la diversité génétique (Elend et al., 2006). De plus,
I’enrichissement diminue les chances de trouver des enzymes qui ont des activités
optimales en dehors des conditions dudit enrichissement. Celles-ci doivent donc étre

choisies adéquatement.
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Le potentiel industriel de plusieurs catégories d’enzymes a largement été exposé au cours
de ce chapitre. Les propriétés des enzymes thermostables font de ces enzymes des
candidates de grand intérét pour des applications biotechnologiques. Il apparait donc
intéressant de se pencher sur la capacité des bactéries aérobies thermophiles a produire de
telles enzymes originales. Suite a divers enrichissements et au suivi des diverses flores
bactériennes, une attention particuliére sera portée sur I’isolement et la caractérisation de
bactéries ayant des activités lipases/estérases. Une caractérisation préliminaire de ces

dernieres sera effectuée.
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Chapitre 2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Enrichissement de microflores bactériennes aérobies thermophiles
2.1.1. Milieu de culture

Le milieu de culture utilisé pour tous les enrichissements thermophiles en mini-
fermenteurs est une adaptation du milieu de base salin (« Basal Salts Medium », BSM)
employé comme milieu de culture pour les especes Thermus (Gerhardt et al., 1994) et
auquel une composante carbone spécifique était ajoutée. La composante saline du milieu

N

était constituée a partir d’'un mélange de trois solutions (A, B et C) dont voici la

composition.

Solution A1 : CaSO42H,0 (Sigma) 06¢g
MgSO4¢7H,0 (Anachemia) 1,00 g
NaCl (EM Science) 0,08 g
KNO; (EM Science) 1,03 g
NaNOs (EMD) 6,89 g

Acide nitrilotriacétique (3Na®) (Sigma) 1,00 g

Ces composés ont été dissous dans un volume final de 900 mL d’eau milli-Q et cette

solution correspondait a la solution Al.

Solution A2 : Na,HPO, (J.T.Baker) 1,11 g/100 mL d’eau milli-Q
NaH,;PO4*H,0 (J.T.Baker) 1,07 g/100 mL d’eau milli-Q

Pour compléter la solution A2, la solution basique (Na;HPO,) a été préparée et son pH

ajusté avec la solution acide (NaH,PO4*H,0). La solution A finale a été constituée en

ajoutant 100 mL de la solution A2 aux 900 mL de 1a solution A1.
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Solution B :  FeCl;*6H,0 (J.T.Baker) 0,046 g

Le chlorure ferrique a été dissous dans un volume final de 1000 mL d’eau milli-Q pour

donner la solution B.

Solution C: MnSO4*H,0 (Merck) 022g
ZnSO4*7H,0 (J.T.Baker) 0,05¢g
H3BO3; (Anachemia) 0,05g
CuSO45H,0 (J.T.Baker) 0,0025 g
Na;MoO4*2H,0 (J.T.Baker) 0,0025 g
CoCl,*6H,0 (EM Science) 0,0046 g
H,S04 36,5N (Fisher) 0,5 mL

Tous ces €léments étaient dissous dans un volume final de 1000 mL d’eau milli-Q pour

donner la solution C.

Pour obtenir 1 L de milieu BSM, 100 mL, 10 mL et 10 mL des solutions A, B et C,
respectivement, ont ét€¢ mélangés. Le volume de cette solution était augmenté a environ
500 mL avec de ’eau milli-Q et 0,10 g (0,01%) de Yeast Extract (Difco) y était ajouté.
Le volume a €té complété a 1 L avec de I’eau milli-Q. Le pH du milieu a été ajusté 2
environ 7,0 avec du NaOH IN ou du HCI IN. Comme les divers enrichissements ne se
font pas dans des conditions stériles, le milieu BSM servant a cet effet n’a pas été stérilisé
(ni par filtration, ni par autoclavage). Pour ralentir la contamination du milieu de culture
avec le temps, celui-ci était conservé dans un réfrigérateur (~4-10°C) adjacent au
montage des mini-fermenteurs d’ou il était pompé pour 1’alimentation de ces derniers,

lorsque nécessaire.

2.1.2. Sources de carbone

Pour favoriser I'implantation d’une biomasse spécifique et par le fait méme, induire la

production d’enzymes spécifiques, diverses sources de carbone étaient ajoutées au milieu
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de culture des différents mini-fermenteurs comme substrats. Au total, neuf
enrichissements différents ont été réalisés dans le cadre de ce projet de maitrise. Les
mini-fermenteurs (FN, F pour fermenteur et N pour le numéro) étaient identifiés en
fonction du substrat utilisé. II est & noter que le F7 n’a pas été utilisé en raison de

problémes techniques au niveau de la console de contréle des mini-fermenteurs.

2.1.2.1. Préparation des substrats

A Porigine, les substrats utilisés pour les divers enrichissements étaient sous de multiples
formes (p.ex. liquides, floconneux, particulaires, poudreux). Pour étre adéquatement
pompés vers leurs mini-fermenteurs respectifs, les substrats ont dii subir certaines

transformations.

2.1.2.1.1. Extrait de viande (F1)

Une solution a 2% de protéines de viande hachée a été utilisée comme substrat pour
I’enrichissement dans le mini-fermenteur F1. La viande hachée employée provenait d’un
supermarché local (Métro Dépatie, Laval) et était de catégorie extra-maigre. Les
informations nutritives fournies par le commergant indiquaient que par 100 g de viande, il
y avait 10 g de lipides, O g de glucides et 21 g de protéines. Pour préparer 1 L d’une
solution a 2% de protéines de viande hachée, 100 g ont été mis en suspension dans 1 L
d’eau milli-Q. Le tout a été homogénéisé dans un mélangeur (Waring commercial
blendor) et tamisé sur un tamis dont les mailles ont 850 um de diamétre (mesh 20). Le
pH de cette préparation a été ajusté a environ 7,0 avec du NaOH 1N. La préparation a

ensuite été tamisée de nouveau sur le méme tamis.

La viande qui n’a pas été utilisée a la premiere préparation de cet extrait a été séparée en

paquets de 100 g et conservée a -20°C pour utilisation ultérieure.
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2.1.2.1.2. Son de blé (F2)

Une préparation a 2% de son de blé a été utilisée comme source de carbone pour
I’enrichissement dans le mini-fermenteur F2. Le son de blé utilisé était du son de blé
biologique La Milanaise (La Meunerie Milanaise Inc., Milan, QC). Cette préparation a
€té €laborée a partir de son de blé préalablement tamisé sur un tamis dont les mailles
avaient 1,18 mm X 1,18 mm (mesh 16). 20 g de son de blé ont été mis en suspension
dans 1 L d’eau milli-Q pour obtenir une préparation & 2%. Le pH de cette préparation a

été€ ajusté a environ 7,0 avec du NaOH 10N et 1N.

2.1.2.1.3. Lignine (F3)

La lignine utilisée pour I’enrichissement dans le mini-fermenteur F3 était de 1a lignine
alcaline avec un faible contenu en sulfonate (Aldrich, Lignin, alkali, low sulfonate
content, M, 10 000, M,, 60 000). Des solutions a 2% (20 g/1 L eau milli-Q) et & 1% (10
g/l L eau milli-Q) de lignine ont été employées pour I’enrichissement. Le pH des

solutions a été ajusté a environ 7,0 avec du HCI 6N et 1N.

2.1.2.1.4. Chitine (F4)

De 1a chitine colloidale a été préparée pour I’enrichissement dans le mini-fermenteur F4.
Le protocole utilisé pour préparer la chitine colloidale est inspiré de plusieurs protocoles
(Hsu et Lockwood, 1975; Shimahara et Takiguchi, 1988; Wu et Tsai, 2004). 40 g de
chitine (Practical Grade from Crab Shells, Sigma) ont été broyés avec un broyeur 2 café
(Braun) pendant deux périodes de 30 secondes. Il en résultait des particules, dont la
majorité, avait un diametre inférieur 2 850 pm (mesh 20). La chitine a ensuite été
«dissoute » dans 400 mL de HCI concentré (12N) et laissée sous agitation pendant au
moins 1h-1h30. Le tout devait étre le plus homogene possible : le mélange avait une
apparence brunétre et visqueuse. Sous la hotte chimique, la chitine a été précipitée en
ajoutant lentement le mélange acide dans environ 2,5 L d’eau milli-Q a 4°C sous
agitation. La chitine a €té agitée pendant cinq a dix minutes et ensuite récupérée par

centrifugation (15 min, 4°C, 17 700 x g, FIBERLite JSP-F10, F10BCI-6x500y, Carbon
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Fiber Centrifuge Rotor). Le précipité a été lavé a plusieurs reprises (5-7 fois) dans un
grand volume d’eau jusqu’a ce que le pH de la suspension soit d’environ 3. La chitine a
été lyophilisée pour fin de conservation. Le taux de récupération était d’environ 75% et

plus.

Une préparation a 2% chitine (20 g de chitine lyophilisée/1 L eau milli-Q) était employée
pour alimenter le mini-fermenteur. Le pH de la solution était ajusté a environ 7,0 avec du
NaOH 10N et IN. Elle a ensuite été tamisée sur un tamis dont les mailles avaient 850 pm

X 850 um (mesh 20).

2.1.2.1.5. Gélatine (F5)

Une solution a 2% gélatine (Gelatin Dri-Form, Gibco Diagnostics) a été utilisée pour
I’enrichissement dans le mini-fermenteur F5. Cette solution a été préparée, a la
température ambiante, en resuspendant 20 g de gélatine dans 1 L d’eau milli-Q. Le pH de

cette suspension a été ajusté a environ 7,0 avec du NaOH IN.

2.1.2.1.6. Mélange de lipides (F6, F8 et F2(2))

Un mélange d’huile de canola (Compliments Value, préparé pour Sobeys, Mississauga,
ON) et d’huile de palme (Cockbrand Zomi, Ghana, préparé pour le Marché Ghanacan,
Montréal, QC) a été utilisé pour les enrichissements dans les mini-fermenteurs F6, F8 et

F2(2). Les deux sortes d’huiles composaient le mélange dans un rapport 1:1.

2.1.2.1.7. Huile d’olive et Tween 80 (F1(2))

Un mélange d’huile d’olive (Sélection Mérite, Extra Vierge, 100% pure, embouteillé en
Italie, importé pour BRISKA, Montréal, QC) et de Tween 80 (Sigma) a été utilisé pour
I’enrichissement dans le mini-fermenteur F1(2). L’huile d’olive et le Tween 80 étaient

employés dans un rapport 6:1 dans le mélange de réserve pour 1’alimentation du F1(2).
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2.1.2.1.8. Protéose peptone

Pour les mini-fermenteurs F8, F1(2) et F2(2), le milieu de culture de base BSM (voir
section 2.1.1.) a été 1égerement enrichi avec du protéose peptone (Protéose Peptone No.3,
Difco). Une solution de base a 20% (20 g/ 100mL d’eau milli-Q, pH 7,5) était utilisée
pour supplémenter a différents pourcentages les mini-fermenteurs. Cette solution était
autoclavée 20 minutes, a 121°C et 15 psi et conservée stérilement. Le F8 était
supplémenté a 0,5% pour les cycles de fermentation 1 a 13 inclusivement, a 0,1% des
cycles 14 a 20 inclusivement et a 0,25% des cycles 21 a 54. Quant aux F1(2) et F2(2), ils

étaient supplémentés a 0,5% pour toute la durée de leur enrichissement respectif.

2.1.2.2. Conservation des substrats

Comme les enrichissements ne se faisaient pas dans des conditions stériles, les substrats
n’étaient pas stérilisés lors de leur préparation. Afin d’assurer le plus possible leur
intégrité (p.ex. par rapport a une contamination éventuelle), certains substrats (viande
hachée, son de blé, lignine et chitine) étaient conservés dans un réfrigérateur (~4-10°C)
adjacent au montage des mini-fermenteurs (figure 3). Le son de blé et la chitine y étaient
maintenus sous agitation. L’alimentation des mini-fermenteurs se faisait a partir de ce
réfrigérateur, lorsque nécessaire. Dans le cas de la gélatine et des divers mélanges
d’huiles, ils étaient conservés sous agitation a température ambiante. Toutefois, il est
impossible de prévenir toute contamination alors seul le minimum requis était préparé a
’avance. Pour tous les substrats, le pH des solutions de réserve était régulierement vérifié

et ajusté lorsque nécessaire.
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Figure 3. Photo du réfrigérateur ou étaient conservés certains substrats ainsi que le
milieu de culture pour I’alimentation des mini-fermenteurs. Sont présentes sur la
photo (de gauche a droite en partant du haut) les bouteilles de réserve de son de blé, de
chitine, de lignine et d’extrait de viande.

2.1.3. Inoculums de départ

L’inoculum de départ pour les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4, F5, F6 et F8 comprenait

les éléments suivants :

® 10 g de terre noire (Terre Noire Préparée);

® 10 g de compost de crevette, rehausseur de terre (Voila! Jardinage pur et simple,
®/MC S. Boudrias Inc. HTM 157);

® 50 mL de biomasse provenant d’un réacteur en cuvée séquentielle (RBS 2) opéré
pour 1I’élimination biologique du phosphore dans un procédé de traitement de
lisier de porc (Potvin-Barakatt, 2008);

® 50 mL de biomasse provenant de I’effluent d’un réacteur en cuvée séquentielle
aérobie thermophile traitant le lisier de porc (Juteau et al., 2004);

e 2 échantillons (2 écouvillons) provenant de la cafétéria (lavabo et friteuse de la

cuisine) de I'INRS-Institut Armand-Frappier.

Des aliquotes de chaque composante ont été conservées a -20°C (voir procédure section

2.2.1.1.). Les six composantes ont été¢ mélangées dans du milieu BSM, dans un volume
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final de 1 L. Suite & une bonne mise en suspension, I’inoculum a été tamisé sur un tamis
dont les mailles ont 850 um de diamétre (mesh 20) et ensuite entreposé a 4°C jusqu’a
utilisation. Au moment de démarrer les mini-fermenteurs, 200 mL de I’inoculum ont été
mélangés a 800 mL de milieu BSM et 200 mL de ce mélange ont été injectés a chaque
mini-fermenteur, chaque mini-fermenteur contenant déja 200 mL de milieu BSM. Des

aliquotes de I’'inoculum final ont été conservées a -20°C.

L’inoculum de départ des mini-fermenteurs F1(2) et F2(2) était 1égérement différent. Il

comprenait les éléments suivants :

® 10 g de terre noire (Terre Noire Préparée);

® 10 g de compost de crevettes, rehausseur de terre (Voila! Jardinage pur et simple,
®/MC S. Boudrias Inc. HTM 157);

¢ 30 g de fumier de moutons

® 50 mL de biomasse provenant d’un réacteur en cuvée séquentielle (RBS 2) opéré
pour I’élimination biologique du phosphore dans un procédé de traitement de
lisier de porc (Potvin-Barakatt, 2008);

e 50 mL de I’inoculum des mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4, F5, F6 et F8 conservé
a 4°C;

® 4 mL de biomasse du F8 (cycle 6, 10-06-2006);

® 4 mL des biomasses des F1, F2, F3 (cycle 27, 22-07-2006) et F5 (cycle 20, 22-07-
2007);

® 4 mL de biomasse du F4 (cycle 33, 09-08-2007).

Des aliquotes de chaque composante ont été conservées a -20°C (voir procédure section
2.2.1.1.). Toutes les composantes ont été mélangées dans du milieu BSM, dans un
volume final de 500 mL. La suite de la préparation de cet inoculum ainsi que le
démarrage des F1(2) et F2(2) se sont effectués de la méme maniére que pour le premier

inoculum. Des aliquotes de 1’inoculum final ont été conservées a -20°C.
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2.1.4. Mini-fermenteurs

Afin de réaliser les multiples enrichissements, deux types de mini-fermenteurs ont été
utilisés : des mini-fermenteurs a agitation par circulation d’air (« air-lift ») et a agitation
mécanique. Dans le premier cas, I’injection d’air dans le réacteur joue un double réle :
I’aération, mais aussi le mélange du milieu de culture contenu dans le réacteur alors que
dans les mini-fe menteurs a agitation mécanique, 1’aération et 1’agitation se font de
maniere distincte. Les mini-fermenteurs a agitation par circulation d’air (figure 4) ont été
employés pour les enrichissements ol les substrats étaient solubles, émulsifiables
(lipides) ou facilement maintenus en suspension tandis que les mini-fermenteurs 2
agitation mécanique (figure 5) I’ont été pour les substrats insolubles ou difficilement
maintenus en suspension. Donc, les F1 (extrait de viande), F3 (lignine) et F5 (gélatine)
étaient de type a agitation par circulation d’air et les F2 (son de blé) et F4 (chitine) étaient
a agitation mécanique. En ce qui a trait aux F6 (mélange de lipides) et F8 (mélange de
lipides avec milieu enrichi), initialement, ils étaient de type & agitation par circulation
d’air, mais au cy le 17 de fermentation, ils ont ét€ changés pour des mini-fermenteurs a
agitation mécanique. Les F1(2) (huile d’olive et Tween 80 avec milieu enrichi) et F2(2)
(mélange de lipides avec milieu enrichi) étaient des mini-fermenteurs a agitation

mécanique.
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Figure 4. Mini-fermenteur a agitation par circulation d’air. A) Schéma général; B)
Exemple de mini-fermenteur assemblé : photo du F1 (extrait de viande).

air > air B
acide »> effluent
base » vidange
milieu de base température
source de C —— ——pH

anti- -mousse ——

chateur —lﬂu [z,

oooroTarT 7]"!
i
B

(ORP)

L —

e
[ |
T\ L. v
N | 7/
o
L__| L

Figure 5. Mini-fermenteur a agitation mécanique. A) Schéma général; B) Exemple
de mini-fermenteur assemblé : photo du F2 (son de blé).
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Les mini-fermenteurs ont été construits a partir de bouteilles de 1 L en PYREX®
(Corning). Dans le cas des mini-fermenteurs a agitation par circulation d’air, I’extrémité
inférieure a été coupée (par un souffleur de verre) alors que pour les mini-fermenteurs a
agitation mécanique, c’est I’extrémité supérieure qui a été coupée. Les mini-fermenteurs
avaient une capacité maximale de 600 mL. Ils étaient hermétiquement fermés avec des
« couvercles » (plaques de plastique en polypropyléne et joint d'étanchéité en caoutchouc
de type EPDM) dans lesquels des trous avaient été percés pour les différentes entrées et
sorties des mini-fermenteurs. Il y avait des entrées pour I’injection d’acide, de base, de
milieu de culture, de source de carbone, d’anti-mousse et d’air. L’aération se faisait par
injection d’air comprimé grace a une valve solénoide (ASCO, Brantroford, ON) via un
diffuseur sphérique d’un pouce de diametre (Fisherbrand Gas Diffusing Stones, Fisher).
Dans les mini-fermenteurs a agitation mécanique employés ici, I’agitation se faisait via
I’action d’un barreau magnétique (en forme de croix, 38 mm X 38 mm, modele 04765-
18, Cole-Parmer Instrument Co.) contr6lé par une plaque agitatrice standard localisée
sous le réacteur. La vitesse de rotation du barreau était réglée de facon a permettre un
mélange adéquat du milieu de culture. Le chauffage du milieu de culture dans les mini-
fermenteurs se faisait avec des éléments chauffants de 150 W (Les Industries de
Résistances Chauffantes Canada Limitée, Lachine, QC). Au niveau des sorties, il y en
avait trois : pour I’air, I’effluent et la vidange. Les mini-fermenteurs comprenaient aussi
une sonde a pH (modele 5998-30, Cole-Parmer Instrument Co.) ainsi qu’une sonde de
température, un thermocouple de type E (Omega, Stamford, CT). De plus, il y aurait eu la
possibilité d’incorporer une sonde a ORP, si nécessaire.

Les signaux des thermocouples étaient transmis directement a un convertisseur
analogique/numérique (pDAQ-56 avec modele d’extension PDQI1, Omega, Stamford,
CT). Pour le pH, les électrodes étaient branchées a des amplificateurs (construction
maison a partir d'amplificateurs opérationnels LF444, National Semiconductor, Santa-
Clara, CA) eux-mémes connectés au convertisseur analogique/numérique. Le
convertisseur et I’amplificateur font partie de la console de contrdle des mini-fermenteurs
(figure 6). Cette console comprenait, outre ces deux éléments, les éléments pour le

controle de I’aération, soit une valve solénoide, des rotameétres (1,0 L/min, modéle
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32047-09, Cole-Parmer Instrument Co.) et des connecteurs. Elle contenait aussi des
valves pour les ajouts d’acide et de base, des prises 120 VAC pour les éléments
chauffants et des pompes ainsi que divers relais. Les relais faisaient le lien entre le
convertisseur analogique/numérique et les différentes pompes utilisées pour
I’alimentation des mini-fermenteurs. Pour I’injection de milieu de culture, d’anti-mousse,
des sources de carbone (sauf le son de blé et les huiles) et 1a sortie des effluents, quatre
pompes péristaltiques constituées d'un moteur a vitesse variable (MasterFlex modele
77521-40, Cole-Parmer Instrument Co.) et de tétes a huit canaux et six cylindres
(Kassettenblock MS-CA 8/6 7623-00 ISM185, Cole-Parmer Instrument Co.) ont été
utilisés. Pour 1’alimentation en son de blé, une pompe Millipore munie d’une téte de
pompe MasterFlex (modele 7015-00, Cole-Parmer Instrument Co.) a été utilisée. Pour les
mélanges d’huiles, une pompe constituée d'un moteur a vitesse fixe de 30 rpm
(MasterFlex modele 07540-30, Cole-Parmer Instrument Co.) et d’une té€te a deux canaux
(MasterFlex Easy Load II, modele 77202-60, Cole-Parmer Instrument Co.) a été
employée. Le controle du pH se faisait par injection d’acide ou de base par une pompe a
deux canaux et a débit variable (MasterFlex modele 77120-42, Cole-Parmer Instrument

Co.) et une série de valves a pincement (Bio-Chem Fluidics, Boonton, NJ)).
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Console de controle des mini-fermenteurs
révision. 27 janvier 2006

Console de table 19" X 22.75"

rotamélres
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n W pinch valves
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Figure 6. Console de controle des mini-fermenteurs. A) Schéma général; B) Photo de
la console (au centre). La console comportait aussi huit prises 120 VAC a l'arriére (non
représentées).

Le convertisseur analogique/numérique de la console était relié a un ordinateur via un
port USB. La figure 7 illustre la vision globale du montage. L’acquisition des données et
le programme de controle ont été écrits dans le logiciel LabView 7.1 (National
Instrument, Austin, TX). Toutes les actions posées sur les mini-fermenteurs se faisaient

selon les consignes programmées pour le déroulement des cycles de fermentation.
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Figure 7. Vision globale du montage. A) Schéma général; B) Photo du montage. Sont

présents sur la photo (de gauche a droite) les F1, F2, F3, F4, 1a console et ’ordinateur de
contrOle suivis des F5, F6 et F8.

50



2.1.5. Conditions d’enrichissement

Comme il a été mentionné précédemment, neuf enrichissements différents ont été réalisés
dans le cadre de ce projet. Une seule source de carbone a été utilisée par mini-fermenteur.
Les enrichissements ont été réalisés en cuvées alimentées séquentielles (« sequencing
fed-batch ») dont les cycles étaient de 72 heures. A la fin de chaque cycle, 50% du milieu
de culture était renouvelé pour revenir a un volume initial de 400 mL pour le départ du
cycle subséquent. Les effluents étaient conservés pour une période de deux cycles suivant
leur récupération au cas ou des problemes surviendraient (p.ex. pannes d’électricité,
variation de pH). Dans de telles situations, des aliquotes des effluents des cycles

précédents étaient utilisées pour réensemencer les mini-fermenteurs.

Pour tous les enrichissements sauf celui du F1(2), les conditions de pH et de température
variaient dans le temps au cours d’un méme cycle. Initialement, le pH était de 7,0 alors
que la température était de 5S0°C. Ces valeurs augmentaient graduellement, de fagon
linéaire, jusqu’a 8,5 et 70°C sur une période de 36 heures. Ensuite, au cours des
prochaines 36 heures, le pH et la température étaient ramenés a leurs valeurs initiales. Au
niveau du F1(2), le pH et la température étaient maintenus constants a 8,2 et 65°C. Pour
le pH et la température, la tolérance vis-a-vis la consigne du programme était de +0,1 et
+0,5°C, respectivement. L’ajustement du pH se faisait par des injections d’acide (HCI
IN) ou de base (NaOH 1N) d’une durée de quatre a six secondes. Une période de 60 a
120 secondes était allouée pour que le mélange se fasse dans les mini-fermenteurs;
toutefois, un temps maximal de 1800 & 7200 secondes (0,5 a 2 heures) était accordé pour
que les corrections s’effectuent, sinon, il y avait déclenchement d’une alarme. Il y avait
aussi des consignes pour le pH minimum (4,0) et maximum (10,0). Des consignes
similaires régissaient le contrdle de la température. L’aération se faisait par injection d’air
comprimé a un débit de 300 mL/min pour la majorité des mini-fermenteurs. Pour les F6
et F8, au cours du cinquieme cycle, I’aération a ét€ augmentée a 500 mL/min pour
ensuite étre diminuée a 400 mL/min lors du changement du type de réacteur (cycle 17).
Pour les F1(2) et F2(2), I’aération se faisait a un débit de 400 mL/min. Apres chaque trois
minutes d’aération, celle-ci s’arrétait six secondes afin de permettre a la condensation qui

se formait dans les lignes de sortie d’air des mini-fermenteurs de s’écouler.
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Au début de chaque cycle, 3 mL d’anti-mousse (huile de silicone, [diméthyl-
polysiloxane], 20 centistokes, Sigma DMPS-2X) étaient pompés dans les mini-
fermenteurs. Au besoin, une quantité supplémentaire y était ajoutée. L’ajout du protéose
peptone (section 2.1.2.1.8.) pour les mini-fermenteurs qui utilisaient un milien BSM
enrichi (F8, F1(2) et F2(2)) se faisait aussi en début de cycle. Pour les diverses sources de
carbone, il y avait un ajout initial au début de chaque cycle et par la suite, les ajouts
subséquents se faisaient a chaque 12 heures (sauf pour le son de blé ou il n’y avait qu’un
seul autre ajout a 36 heures). Pour les huiles (F6, F8, F1(2) et F2(2)), les ajouts étaient de
4,7 mL a chaque fois pour un total de 28 mL d’huile injectée au cours d’un cycle. Pour
I’extrait de viande, la lignine, la chitine et la gélatine, les ajouts étaient de 20 mL (total de

120 mL) alors que les ajouts de son de blé étaient de 50 mL (total de 100 mL).

2.2. Suivi de la flore bactérienne aérobie thermophile des enrichissements
2.2.1. Prélevement et conservation d’échantillons des mini-fermenteurs
2.2.1.1. Echantillonnage des mini-fermenteurs pour le suivi de la diversité

A 1a fin de chaque cycle, des échantillons ont été prélevés pour chaque mini-fermenteur.
Ces échantillons ont servi a faire le suivi de la diversité bactérienne dans le temps. Pour
les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5, quatre fois 1,5 mL du bouillon de culture
étaient répartis dans des tubes de 1,5 mL de type Eppendorf. Les surnageants de culture
étaient éliminés suite a une étape de centrifugation (5 min, 13 000 rpm, micro-
centrifugeuse de table SARSTEDT) et les culots étaieat resuspendus dans du tampon
TEN (Tris-HC1 50 mM, EDTA 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) avant d’étre conservés
au congélateur a -20°C pour un traitement ultérieur. La méme procédure a été réalisée
pour conserver des aliquotes des inoculums de départs (section 2.1.3.). Pour les mini-

fermenteurs F6, F8, F1(2) et F2(2), les quatre tubes de bouillon de culture étaient

congelés tels quels pour un traitement ultérieur.
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Pour les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5, au cours de leur dernier cycle
d’enrichissement, des échantillons ont été prélevés a chaque 12 heures afin d’évaluer
I’évolution de la flore bactérienne a I’intérieur d’un méme cycle. Les échantillons étaient

traités de la méme maniere que pour ceux prélevés en fin de cycle.

2.2.1.2. Echantillonnage de sécurité des mini-fermenteurs

Afin de conserver des échantillons de biomasse au cas ou des problémes surviendraient
en cours de fermentation et que des mini-fermenteurs doivent &tre repartis, des
échantillons des divers enrichissements ont été prélevés a la fin des cycles a intervalles
réguliers (environ chaque sept cycle). Ces échantillons (4 mL) ont été conservés dans des
tubes (14 mL Polystyrene Round-Bottom Tube, 17 x 100 mm style, Falcon®) auxquels
du glycérol avait été ajouté de maniere a obtenir une concentration finale de glycérol de

25%. Ces tubes sont conservés dans un congélateur a -70°C.

2.2.2. Suivi de I’évolution de la flore bactérienne par DGGE
2.2.2.1. Elaboration d’un marqueur de référence pour le DGGE
2.2.2.1.1. Culture des souches pures

Les souches bactériennes suivantes ont été utilisées pour confectionner le marqueur de
référence pour le DGGE (« Denaturing Gradient Gel Electrophoresis »): Escherichia coli
(ATCC 25922), Staphyloccocus aureus (ATCC 25923), Enteroccocus faecalis (ATCC
29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Streptomyces lividans 1326 (ADN
fournie par le laboratoire du Dr. Francois Shareck). Sauf dans le cas de Streptomyces
lividans 1326, souche pour laquelle ’ADN était directement disponible, les diverses
souches bactériennes ont été ensemencées sur des géloses TSB-agar (Tryptic Soy Broth -
Soybean - Casein Digest Medium, BD, additionné de 15 g/L d’Agar Noble, Difco) de
maniere a obtenir une bonne biomasse suite a une incubation a 37°C pendant 24 heures.
La biomasse de chaque souche a été récupérée en resuspendant la culture dans du tampon

TEN (Tris-HCI 50 mM, EDTA 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0).
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2.2.2.1.2. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de I’ADN génomique des souches pures a été réalisée aprés broyage des
cellules avec des billes de verre. La préparation de biomasse (cellules et tampon TEN) a
été centrifugée (5 min, 13 000 rpm) puis le culot resuspendu dans 500 uL de TEN. Les
bactéries ont été ajoutées a 250 mg de billes stériles (0,25-0,5 mm de diamétre) dans des
tubes vissés de 1,5 mL. Le tout a été mis sur glace. Un volume équivalent (500 pL) de
phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/1) a été ajouté au mélange précédant ainsi
que 40 pL de SDS 20% (Sodium Dodécyl Sulfate). Le mélange a été mis au FastPrep
FP120 (Bio 101, ThermoSavant) pendant 20 secondes, ce qui a permis le broyage des
cellules. Les tubes ont ensuite été mis sur glace cinq minutes. Cette étape (broyage et
glace) a été répétée une autre fois avant de centrifuger les tubes (15 min, 13 000 rpm). La
phase supérieure a été récupérée sans toutefois chercher a prendre le maximum. Un
volume équivalent de chloroforme/alcool isoamylique (49/1) a été ajouté et les deux
phases ont ét€ mélangées avec quelques mouvements verticaux (« up and down ») avant
de centrifuger les tubes (I min, 13 000 rpm). La phase supérieure (~400 pL) a été
récupérée. Le surnageant a été précipité avec deux volumes d’éthanol 100% (800 L) et
Y4 de volume d’acétate d’ammonium 10M (100 pL). Les tubes ont été légerement
mélangés par inversion et ensuite entreposés au minimum 30 minutes 2 -20°C. Suite 2 cet
entreposage, les tubes ont été centrifugés 15 minutes a 13 000 rpm. Les culots (contenant
I’ADN) ont été lavés avec 500 uL d’éthanol 70%. Cet éthanol a été éliminé suite a une
derniere centrifugation (5 min, 13 000 rpm) et les culots ont été asséchés (évaporation de
ce qu’il reste d’éthanol). Les culots ont été resuspendus selon I’abondance dans 50 uL de
tampon TE 1X (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). La présence, la qualité et la

concentration d’ADN ont été vérifiées sur gel d’agarose (voir section 2.2.2.1.3.)

2.2.2.1.3. Estimation de la concentration d’ADN génomique sur gels

Des gels d’agarose de dix centimeétres de longueur ont été utilisés pour vérifier la

présence d’ADN ainsi que pour en estimer la concentration dans diverses préparations.
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Ces gels ont €t€ préparés a une concentration d’agarose (UltraPure™ Agarose, Invitrogen
life technologies) de 1% dans un tampon TAE 1X (Tris-HC1 500 mM, acide acétique 500
mM, EDTA 50 mM pH 8,0). Les gels, une fois chargés des échantillons, étaient soumis 2
un voltage de 80-90 V pour une durée minimale de 45 minutes. Suite a la migration, les
gels étaient colorés dix minutes dans une solution aqueuse de bromure d’éthidium avec
agitation (Orbit Shaker Lab-Line, 80 rpm) puis décolorés 10-15 minutes dans de 1’eau
avec agitation. Les échantillons d’ADN a charger dans les puits des gels étaient composés
de 5 pL de solutions d’ADN ainsi que de 1-2 pL de tampon de chargement 6X (0,25%
bleu de bromophénol, 0,25% xylene cyanol FF, 30% glycérol, dans de 1’eau). Afin
d’estimer la quantité (concentration) et la qualité (taille des fragments) de I’ADN, les
bandes des échantillons étaient comparées 4 I’ADN du phage lambda digéré par I’enzyme
Hind III (Lambda DNA-Hind III Digest, BioLabs, N3012S). La concentration et la
longueur des bandes de cet ADN contréle étaient connues (Tableau II). Les gels ont été
observés et photographiés par un transilluminateur UV (Alphalmager™ 3400, équipé du

logiciel AlphaEase, Alpha Innotech).

Tableau II. Taille (pb) et masse approximative (ng) des fragments d’ADN du phage
lambda digéré par Hind III. Les masses des fragments sont exprimées par rapport a un
microgramme d’ADN du phage digéré (2 uL).

Fragments Taille (pb) Masse (ng)

1 23130 477
2 9416 194
3 6557 135
4 4361 90
5 2322 48
6 2027 42
7 564 12
8 125 3
2.2.2.1.4. Amplification par PCR d’un fragment de I’ADN ribosomal 16S

Pour réaliser les DGGE, la paire d’amorces suivantes a été utilisée pour 1’amplification

de la région hypervariable V3 du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S (ADNr 16S) :
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341f-GC et 534r. En tenant compte de la pince GC, les amplicons produits ont une taille

d’environ 233pb. Le tableau III présente les détails de ces amorces.

Tableau III. Amorces utilisées pour les PCR-DGGE.

Positions chez

Amorces Séquences , Références
E. coli
341f 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ 341-357 (Muyzer et al., 1993)
534r 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’ 534-518 (Muyzer et al., 1993)

5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCG
GGGCGGGGGCACGGGGGG-3’
*La pince GC est insérée en amont de la séquence de I’amorce 341f.

Pince GC*

L’amplification a été réalisée a 1’aide de 1’appareil GeneAmp® PCR System 2700
(Applied Biosystems). Le volume total réactionnel pour chaque échantillon était de 50
uL. Tous les réactifs provenaient de la compagnie Amersham Biosciences. Chaque
réaction comprenait 5 uL de tampon d’amplification 10X (Tris-HCI 100 mM pH 9.0,
MgCl, 15 mM, KCI 500 mM), 1 uL de dNTP 10 mM, 1 pL de chacune des amorces
diluées dans de I’eau (10 pmol/uL), 1 uL d’albumine de sérum bovin (BSA) 20 ug/uL,
0,5 uL de Taq polymérase (rTaq DNA Polymerase) et 38,5uL d’eau milli-Q stérile. Un
volume de 2 pL d’échantillons d’ADN était rajouté aux tubes réactionnels. Pour les
souches pures, 10-50 ng d’ADN étaient rajoutés comme échantillons d’ADN par
réaction. Un tube réactionnel était aussi prévu pour un contrdle négatif, cela permettait de
s’assurer de I’absence de contamination au niveau des réactifs. Pour ce tube, 2 uL d’eau
milli-Q stérile remplagaient les 2 uL d’échantillons d’ADN. Une fois I’appareil 3 PCR
préchauffé a 80°C, les tubes réactionnels y étaient insérés. La température était ensuite
augmentée a 94°C pour une période de cinq minutes afin de permettre la dénaturation des
brins d’ADN. Par la suite, la température était ramenée 2 55°C pour une durée de cinq
minutes ce qui permettait aux amorces de se lier aux brins d’ADN dénaturés
(hybridation). Apreés ces cinq minutes, les trois prochaines étapes se répétaient en boucles
pendant 30 cycles consécutifs : 45 secondes a 72°C, 45 secondes a 94°C et 45 secondes 2
55°C. Les 45 secondes a 72°C permettaient 2 la Taq polymérase de procéder a

I’élongation des brins d’ADN a partir des amorces. L’amplification PCR prenait fin par
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une période de dix minutes a 72°C. La présence des amplicons, leur quantification ainsi
que I’absence de contamination ont été vérifiées sur gel d’agarose (voir section

2.2.2.1.5.).

2.2.2.1.5. Estimation de la concentration des produits PCR sur gels

Des gels d’agarose de dix centimétres de longueur ont été utilisés pour vérifier la
présence des amplicons PCR ainsi que pour en estimer la concentration. Ces gels ont été
préparés a une concentration d’agarose (UltraPure™ Agarose, Invitrogen life
technologies) de 2% dans un tampon TAE 1X (Tris-HCl 500 mM, acide acétique 500
mM, EDTA 50 mM pH 8,0). Les gels, une fois chargés des échantillons, étaient soumis a
un voltage de 90-100V pour une durée minimale de 45 minutes. Suite a la migration, les
gels étaient colorés dix minutes dans une solution aqueuse de bromure d’éthidium avec
agitation (Orbit Shaker Lab-Line, 80 rpm) puis décolorés 10-15 minutes dans de 1’eau
avec agitation. Les produits PCR a charger dans les puits des gels étaient composés de 5
uL de solutions d’ADN ainsi que de 1-2 pL de tampon de chargement 6X (0,25% bleu de
bromophénol, 0,25% xylene cyanol FF, 30% glycérol, dans de 1’eau). Afin d’estimer la
concentration des amplicons dans les tubes et de confirmer I’exactitude de la taille des
fragments attendus, la bande d’un amplicon était comparée aux bandes d’ADN d’un
marqueur de poids moléculaires (GeneRuler™ 100bp DNA Ladder, Fermentas Life
Sciences #SM0241). La concentration et la longueur des bandes de ce marqueur sont
connues (Tableau IV). Les gels ont été observés et photographiés par un transilluminateur

UV (Alphalmager™ 3400, équipé du logiciel AlphaEase, Alpha Innotech).
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Tableau IV. Taille (pb) et masse approximative (ng) des fragments d’ADN du
marqueur de poids moléculaires GeneRuler™ 100bp DNA Ladder. Les masses des
fragments sont exprimées par rapport a 500 nanogrammes d’ADN du marqueur.

Fragments Taille (pb) Masse (ng)
1 1031 66,6
2 900 58,1
3 800 51,8
4 700 45,4
5 600 38,8
6 500 94,3
7 400 35,0
8 300 35,0
9 200 35,0

10* 100 35,0
11* 80 4,9

*Les fragments 10 et 11 peuvent ne pas étre distincts sur gels d’agarose.

2.2.2.1.6. Obtention du marqueur de référence pour DGGE

Pour élaborer le marqueur de référence, une quantité équivalente des produits PCR de
chaque souche (60 ng par souche) ont été mélangés. Lors du chargement des échantillons
sur un gel de DGGE, 300 ng du marqueur étaient chargés de part et d’autre des
échantillons pour favoriser la comparaison. Afin de permettre la correspondance des
bandes du marqueur avec leurs souches respectives, les amplicons de ces dernieres ont
été¢ migrés séparément sur DGGE (300 ng par souche). La technique du DGGE est

expliquée en détails a la section 2.2.2.2.3.

2.2.2.2. Traitement des échantillons provenant des enrichissements par PCR-DGGE
2.2.2.2.1. Extraction de ’ADN génomique total

L’ ADN total de tous les échantillons de biomasse provenant des mini-fermenteurs F1, F2,
F3, F4, F5, F6, F8, F1(2), F2(2) ainsi que des deux inoculums a été extrait selon la

méthode décrite a la section 2.2.2.1.2.
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Quelques étapes additionnelles ont été nécessaires pour les inoculums et les échantillons
de biomasse provenant des mini-fermenteurs F6, F8, F1(2) et F2(2). Pour les inoculums,
la biomasse a d’abord été centrifugée et resuspendue dans du tampon TEN a deux
reprises avant d’en extraire I’ADN. Pour les échantillons provenant des F6, F8, F1(2) et
F2(2), 500 pL d’un mélange acétone/éthanol/chloroforme (25/25/2) étaient ajoutés dans
les tubes contenant les bouillons de culture (Déziel, 2001). Les tubes étaient vortexés
vigoureusement puis centrifugés (10 min, 13 000 rpm). Le solvant, la phase aqueuse et
I’huile étaient retirés le plus possible. Cette procédure était répétée jusqu’a I’élimination
« maximale » de I’huile et I’obtention d’un culot de biomasse. Les culots étaient lavés

une fois avec du tampon TEN avant de poursuivre I’extraction d’ADN.

2.2.2.2.2. Amplification par PCR de fragments d’ADN génomique

L’amplification de la région hypervariable V3 du gene codant pour ’ARNr 16S des
€chantillons a été effectuée comme a la section 2.2.2.1.4. La seule modification concerne
la quantit¢ d’ADN matrice qui était ajouté aux tubes réactionnels : pour les complexes

microbiens, 50-100 ng d’ ADN étaient ajoutés par réaction d’amplification.

2.2.2.2.3. Migration des échantillons sur DGGE

Les produits PCR des échantillons recueillis pour faire les différents suivis des
microflores bactériennes des enrichissements ont été déposés sur des gels (16 cm x 16
cm) de 8% de d’acrylamide dont I’épaisseur était de 1,5 mm. Ces gels contenaient un
gradient linéaire (croissant du haut vers le bas) de dénaturant. L’intervalle de gradient
dénaturant utilisé ici pour permettre de bien visualiser les bandes des échantillons se
situait entre 20% et 80% d’urée:formamide. Les solutions de polyacrylamide ont été
obtenues a partir d’une solution de 40% d’acrylamide:bis (38:2) (Acrylamide 99,9%
Electrophoresis Purity Reagent; Bis N,N’-Methylene-bis-acrylamide Electrophoresis
Purity Reagent, Bio-Rad Laboratoires, Hercules, CA). Pour obtenir le gradient, la

quantité€ requise de polyacrylamide pour former le gel était séparée en deux (2 x 20 mL) :

la premiere partie contenait une concentration plus faible en dénaturant alors que la
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deuxiéme contenait la concentration la plus élevée. Une concentration de dénaturant de
100% correspond a 7M d’urée (Urea Harnstoff, Bio-Rad Laboratoires) et 40% (V/V) de
formamide (Fisher Scientific). Le formamide était préalablement déionisé au moins deux
heures sous la hotte chimique et sous agitation en présence d’une résine échangeuse
d’ions (12,5 g de résine/250 mL de formamide) (AG® 501-X8 Resin 20-50 Mesh,
Molecular Biology Grade, Bio-Rad Laboratoires). Une fois les deux solutions de
polyacrylamide préparées avec les bonnes concentrations de dénaturant, ces derniéres
étaient désoxygénées dans une jarre mise sous vide, avec agitation, pendant 15 minutes.
Les gels étaient coulés a I’aide d’une chambre double formatrice de gradient en
chromatographie (modele 385, Gradient Former, Bio-Rad Laboratoires). La chambre la
plus éloignée de la sortie contenait la solution d’acrylamide contenant le moins de
dénaturant alors que la chambre la plus prés de la sortie contenait la solution la plus
concentrée en dénaturant. Cette derniére chambre était agitée par un barreau magnétique
pour assurer un bon mélange des deux solutions avant la sortie. L’écoulement se faisait
par gravité : la chambre double était surélevée d’environ 52 cm par rapport a la base des
gels. Tout juste avant de couler les gels, 100 uL d’ammonium persulfate (Bio-Rad
Laboratoires) et 10 uL de TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylene-diamine, Bio-Rad
Laboratoires) étaient ajoutés aux solutions de chaque chambre. L’équipement utilisé pour
préparer les gels (grande vitre 18,3 cm x 20 cm, petite vitre 16 cm x 20 cm, espaceurs,
pinces a sandwich, support & sandwich, peignes) provenait de chez Bio-Rad Laboratoires
(Protean II xi [16 cm] system). Suite a I’insertion des peignes pour la formation des puits
(15 puits), les gels étaient laissés a température ambiante pendant deux heures afin de

permettre la polymérisation.

Dans une cuve a électrophorése munie d’un module de contrdle de température
(DCode™ Universal Mutation Detection System, Bio-Rad Laboratoires), sept litres de
tampon TAE 1X étaient chauffés a 60°C. La température était d’ailleurs maintenue 2
cette valeur tout au long de la migration. Apreés la polymérisation des gels, les puits
€taient nettoyés en y injectant du tampon TAE 1X. Ils étaient ensuite placés sur le support
a migration puis immergés dans le tampon a 60°C pendant une heure, ce qui leur

permettait de s’équilibrer.
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Les échantillons (produits de PCR) a faire migrer étaient déposés dans les puits avec un
tampon de chargement (0,25% bleu de bromophénol, 0,25% xyléne cyanol FF, 100%
glycérol). Pour le suivi de I’évolution d’une population bactérienne, environ 400 ng de
matériel génétique étaient nécessaire. Un minimum de 40% du volume était ajouté en
tampon de chargement. Les puits des extrémités des gels n’étaient pas utilisés, car le
gradient s’y formait moins bien et le champ magnétique produit a ces endroits par le
support de migration risquait de déformer les bandes. Un marqueur de référence était

chargé de part et d’autre des échantillons (voir section 2.2.2.1.6.).

La migration s’effectuait a 100 V pendant 16 heures. Par la suite, les gels étaient colorés
pendant dix minutes dans une solution aqueuse de bromure d’éthidium avec agitation
(Orbit Shaker Lab-Line) puis décolorés 10-15 minutes dans de 1’eau avec agitation. Les
gels ont été observés et photographiés par un transilluminateur UV (Alphalmager™

3400, équipé du logiciel AlphaEase, Alpha Innotech).

2.2.3. Evaluation sommaire du potentiel enzymatique des microflores enrichies par
des galeries AP1 ZYM.

Les galeries API ZYM (bioMérieux) ont été utilisées pour évaluer sommairement la
capacité des différentes microflores enrichies a produire des activités enzymatiques selon
19 différentes enzymes. Ces enzymes et leurs substrats respectifs sont énumérés dans le
tableau V. Les tests ont été effectués selon le protocole fourni par le fabricant pour les
biomasses provenant des mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5. Les biomasses ont été
récoltées a la fin du cycle 26 (cycle 19 pour le F5). Pour les autres mini-fermenteurs, la
présence d’huile empéchait la réalisation des tests. La biomasse de chaque mini-
fermenteur a €té resuspendue dans un total de 2 mL d’eau milli-Q stérile par galerie. Les
tests n’ont €t effectués qu’une seule fois par mini-fermenteur. Les 20 cupules de chaque
galerie ont été inoculées avec trois gouttes de la préparation bactérienne avec des micro-
pipettes (pipettes Pasteur). Les galeries étaient ensuite placées dans des sacs scellés

contenant de la ouate humide et incubées quatre heures a 60°C. Les résultats ont été
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visualisés en ajoutant une goutte de chacun des réactifs ZYM A et ZYM B dans toutes les
cupules. Une incubation minimale de cinq minutes a la lumiére était nécessaire avant de
noter les résultats. Une coloration d’une trés forte intensité était notée par un 5 alors
qu’une absence totale de coloration 1’était par un 0. L’intensité de la coloration est
dépendante de I’activité enzymatique et était jugée d’une maniére comparative. A titre de
témoin négatif, les 20 cupules d’une galerie ont été inoculées avec de 1’eau milli-Q

stérile.

Tableau V. Liste des substrats associés aux 20 cupules des galeries API ZYM et

leurs enzymes correspondantes testées.

Cupules 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-naphtylamide Trypsine
10 N-glutaryl-phénylalanine-2-naphtylamide a-chymotrypsine
11 2-naphtyl phosphate Phosphatase acide
12 Naphtol-AS-Bl-phosphate Naphtol-AS-Bl-phosphohydrolase
13 6-Br-2-naphtyl-a-D-galactopyranoside a-galactosidase
14 2-naphtyl-B-D-galactopyranoside R-galactosidase
15 Naphtol-AS-BI-B-D-glucuronide R-glucuronidase
16 2-naphtyl-a-D-glucopyranoside a-glucosidase
17 6-Br-2-naphtyl-B-D-glucopyranoside R-glucosidase
18 1-naphtyl-N-acétyl- BD-Glucosaminide N-acétyl-B-glucosaminidase
19 6-Br-2-naphtyl-a-D-mannopyranoside a-mannosidase
20 2-naphtyl-a-L-fucopyranoside a-fucosidase

2.3. Isolement et caractérisation de bactéries ayant des activités lipases/estérases

2.3.1. Isolement de bactéries

L’isolement de bactéries ayant des activités lipases/estérases a été tenté 2 partir

d’échantillons de biomasses fraiches (24-10-2006, 06-11-2006 et 11-11-2006) des mini-
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fermenteurs F6, F8, F1(2) et F2(2) et a partir d’un échantillon congelé (05-10-2006) du
F1(2) (voir section 2.2.1.2.). L’isolement a été réalisé a partir de plusieurs milieux solides
différents (voir section 2.3.1.1.). Les géloses étaient inoculées avec trois stries ou 100 uL
d’une dilution 10° ou 10" de 1a biomasse dans du PBS (4 g/L NaCl, 1 g/L KCl, 0,72 g/LL
Na,HPO,, 0,12 g/LL KH,PO4, pH 7,4) contenant 0,01% (V/V) de Tween 80. Les boites de
Pétri étaient incubées a I’endroit a 60°C. Les boites étaient placées dans des sacs de
plastique contenant quelques boites vides dans le fond et ces sacs étaient fermés de
manicre a prévenir le plus possible la perte d’humidité. La majorité des isolements se
sont faits dans des conditions aérobies, mais quelques-uns ont aussi été réalisés dans des
conditions microaérophiles. Dans ce dernier cas, les boites de Pétri étaient disposées dans
une jarre anaérobie en présence d’une enveloppe recréant des conditions microaérophiles
(Microaerophilic System Envelopes with Palladium Catalyst, BD BBL™ CampyPak™
Plus).

2.3.1.1. Milieux de culture

L’isolement de bactéries a été effectué sur différents milieux de culture. Le pH de tous
ces milieux de culture a été ajusté a environ 8,1-8,2 avec du NaOH 1N/10N ou du HCI
IN/6N avant la stérilisation. Comme la stérilisation par autoclavage peut modifier le pH
des solutions basiques, le pH des milieux était réajusté stérilement suite a leur

stérilisation.

2.3.1.1.1. Milieu BSM additionné de protéose peptone et de Tween 80 (BT)

Le milieu BSM a été préparé comme a la section 2.1.1.; toutefois, il a été additionné de
0,5% protéose peptone (Bacto™ Proteose Peptone No.3, BD), 1% (V/V) Tween 80
(Sigma) et 0,01% CaCl,*2H,0 (Fisher). Une quantité de 1,5% d’agar (Agar Granulated,
BBL) y a aussi été ajouté. Le milieu a été autoclavé 20 minutes (121°C, 15 psi) et, une
fois 1égérement refroidi (~60°C), coulé sous la hotte biologique (~20-25 mL de milieu

dans chaque Pétri). Les géloses ont été conservées a 4°C.
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I est a noter que le Tween 80 a été autoclavé séparément du reste du milieu et il a été

ajouté stérilement juste avant de réajuster le pH apres la stérilisation du milieu.

2.3.1.1.2. Milieu BSM additionné de protéose peptone et d’huile d’olive (BHO)

Le milieu BSM a été préparé comme a la section 2.1.1.; toutefois, il était additionné de
0,5% protéose peptone (Bacto™ Proteose Peptone No.3, BD), 0,5% (V/V) d’huile
d’olive (Sélection Mérite, Extra Vierge, 100% pure, embouteillé en Italie, importé pour
BRISKA, Montréal, QC), 0,001% de Rhodamine B (Sigma) et de 2% d’agar (Agar
Granulated, BBL). Le milieu a été autoclavé 20 minutes (121°C, 15 psi) et, une fois
1égerement refroidi (~60°C), coulé sous la hotte biologique (~20-25 mL de milieu dans

chaque Pétri). Apres séchage, les géloses ont été conservées a 4°C.

Il est a noter que I’huile d’olive et la Rhodamine B ont été préparées et stérilisée
séparément du reste du milieu. L’huile d’olive était ajoutée au milieu sous une forme
émulsifiée. Par exemple, pour un volume final de 500 mL de milieu, 2,5 mL d’huile
d’olive, 3 pL de Tween 80, 7,5 mL d’eau milli-Q et une goutte de NaOH 1N étaient
mélangés vigoureusement via I’action d’un mélangeur (Waring commercial blendor) ou
par vortex. Apres autoclavage de cette émulsion, une solution de Rhodamine B
(5 mg/5mL d’eau) y était ajoutée stérilement avec une seringue munie d’un filtre
0,22 um. Une goutte de NaOH 5N vy était aussi ajoutée. Cette préparation était ajoutée

stérilement juste avant de réajuster le pH apres la stérilisation du reste du milieu.

2.3.1.1.3. Milieu BSM additionné de protéose peptone et des huiles de canola et de
palme (BHCP)

Ce milieu a été préparé exactement de la méme maniere que le milieu BSM additionné de
protéose peptone et d’huile d’olive (voir section 2.3.1.1.2.). La seule différence réside au
niveau de I’huile employée: au lieu d’utiliser de 1’huile d’olive, un mélange d’huile de

canola (Compliments Value, préparé pour Sobeys, Mississauga, ON) et d’huile de palme
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(Cockbrand Zomi, Ghana, préparé pour le Marché Ghanacan, Montréal, QC) a été

employé€. Ce mélange comprenait les deux huiles dans un rapport 1:1.

2.3.1.1.4. Milieu R2A additionné de Tween 80 (RT)

Le milieu R2A agar a été préparé selon les directives du fabricant (BBL): 18,1 g de
poudre ont été dissous dans 1 L d’eau milli-Q. Les géloses obtenues comprenaient 1,5%
d’agar. Avant d’autoclaver le milieu (20 min, 121°C, 15 psi), 0,01% CaCl,*2H,0 (Fisher)
y était ajouté. 1% (V/V) Tween 80 (Sigma) stérile était ajouté au milieu avant de réajuster
le pH apres la stérilisation du milieu. Le milieu a été coulé sous la hotte biologique (~20-
25 mL de milieu dans chaque Pétri) et apres avoir séché, les géloses ont été conservées a

4°C.

2.3.1.1.5. Milieu NB/YE additionné de Tween 80 (NYT)

Le milieu NB/YE additionné de Tween 80 se composait de 9,0 g/L de Nutrient Broth
(Difco™ Nutrient Broth BD), 2,5 g/LL d’extrait de levure (Bacto™ Yeast Extract BD),
2% d’agar (Agar Granulated, BBL), 0,01% de CaCl,*2H,O (Fisher) et 1% (V/V) de
Tween 80 (Sigma). Sa préparation a été réalisée exactement de la méme maniére que

pour le milieu R2A additionné de Tween 80 (section 2.3.1.1.4.).

2.3.1.1.6. Milieu TSB-agar additionné de Tween 80 (TT)

Le milieu TSB-agar additionné de Tween 80 se composait de 30 g/L de poudre TSB
(Tryptic Soy Broth - Soybean - Casein Digest Medium, BD), 1,5-2% d’agar (Agar
Granulated, BBL), 0,01% de CaCl,*2H,0 (Fisher) et 1% (V/V) de Tween 80 (Sigma). Sa
préparation a été réalisée exactement de la méme maniére que pour le milieu R2A

additionné de Tween 80 (section 2.3.1.1.4.).
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2.3.1.1.7. Milieu TSB-agar additionné d’huile d’olive (THO)

Le milieu TSB-agar additionné d’huile d’olive se composait de 30 g/L de poudre TSB
(Tryptic Soy Broth - Soybean - Casein Digest Medium, BD), 2% d’agar (Agar
Granulated, BBL), 0,5% (V/V) d’huile d’olive (Sélection Mérite, Extra Vierge, 100%
pure, embouteillé en Italie, importé pour BRISKA, Montréal, QC) et 0,001% de
Rhodamine B (Sigma). Ce milieu a été préparé exactement selon la méme procédure que

pour le milieu BSM additionné de protéose peptone et d’huile d’olive (section 2.3.1.1.2.).

2.3.1.2. Conservation des souches

Afin de s’assurer de leur pureté, les différentes souches isolées étaient repiquées a
plusieurs reprises. Suite a ces multiples repiquages, les souches étaient étalées
grossiérement sur deux ou trois géloses de manieére a obtenir une forte biomasse. La
biomasse était récoltée avec du TSB stérile (30 g/L, Tryptic Soy Broth - Soybean -
Casein Digest Medium, BD) contenant 15% (V/V) de glycérol et congelée dans des tubes
(Cryovial with Internal Threads, 2 mL, Fisherbrand, Fisher Scientific) a -70°C. Des
aliquotes de chaque culture ont été conservées a -20°C pour fins de caractérisation
moléculaire des souches isolées (section 2.3.2.). Les souches ont été nommées selon le
code alphanumérique suivant : FX-Y-Z ou X référe au numéro du mini-fermenteur d’ol

la souche a été isolée (p.ex. F8, F12), Y, le milieu de culture sur lequel la souche a été

isolé (p.ex. BT, BHO) et Z, le numéro de I’isolat (p.ex. 01, 051).

2.3.2. Caractérisation moléculaire des souches isolées

La rapide caractérisation moléculaire des souches isolées a été réalisée a partir des
aliquotes de biomasse des souches pures conservées a -20°C (section 2.3.1.2.). Cette
caractérisation comprenait le profil de migration sur DGGE des souches, le séquencage
du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S (ADNr 16S) ainsi qu’une étude phylogénique

des représentants des groupes d’isolats.
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2.3.2.1. Extraction de I’ADN génomique des souches pures

L’extraction de I’ADN génomique des souches pures a été effectuée selon la méme

procédure qu’aux sections 2.2.2.1.2. et 2.2.2.1.3.

2.3.2.2. Amplification par PCR du géne codant ’ARN ribosomal 16S

Dans le but d’obtenir le profil de migration des souches pures sur DGGE, la région
hypervariable V3 du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S de ces souches a été
amplifiée par PCR avec les mémes amorces (341f-GC et 534r) et les mémes étapes que

précédemment (voir sections 2.2.2.1.4. et 2.2.2.1.5.).

Dans le but de faire séquencer le gene codant pour I’ARN ribosomal 16S des souches
isolées, le géne quasi complet de I’ADNr 16S a été amplifié avec les amorces pA et pH
dont le tableau VI résume les propriétés. Les conditions de PCR étaient les mémes que

pour les PCR servant a faire des DGGE (section 2.2.2.1.4.).

Tableau VI. Amorces utilisées pour le PCR pré-séquencage.

Amorces Séquences Positions chez E. coli Références
pA 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 8-27 (Edwards et al., 1989)
pH 5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’ 1541-1522 (Edwards et al., 1989)

La taille des amplicons était d’environ 1500 pb et les produits PCR ont été vérifiés sur gel
d’agarose comme il est décrit a la section 2.2.2.1.5. Toutefois, des gels de 1% (m/V)
d’agarose ont été utilisés et le marqueur de poids moléculaires GeneRuler™ 100bp DNA
Ladder a été remplacé par le marqueur 1kb DNA Ladder (BioLabs, N3232S). Le tableau

VII rapporte la concentration et la taille des fragments de ce marqueur.
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Tableau VII. Taille (pb) et masse approximative (ng) des fragments d’ADN du
marqueur de poids moléculaires 1kb DNA Ladder. La masse des fragments est
exprimée par rapport a 500 nanogrammes d’ADN du marqueur.

Fragments Taille (Kb) Masse (ng)

1 10,0 42
2 8,0 42
3 6,0 50
4 5,0 42
5 4,0 33
6 3,0 125
7 2,0 48
8 1,5 36
9 1,0 42
10 0,5 42

2.3.2.3. Profil de migration sur DGGE des souches pures

Les électrophoreses des produits PCR des souches pures ont été réalisées sur DGGE
comme il est décrit a la section 2.2.2.2.3. 100 ng d’ADN (amplicons) par souche ont été

chargés dans chaque puits.

2.3.2.4. Séquencage du gene codant ’ARN ribosomal 16S des souches pures

Le séquencage du gene codant I’ARN ribosomal 16S des souches pures a été réalisé par
la plateforme de séquencage du Centre d’innovation Génome Québec et Université
McGill. Le séquencage des produits PCR amplifiés par les amorces pA et pH a été fait a
partir de ces mémes amorces. Les résultats obtenus par la plateforme ont été visualisés et
édités (correspondance entre 1’abondance d’un nucléotide et la nature de celui assigné) a
partir du programme Chromas (version 2.13, Technelysium). Les séquences obtenues ont
été comparées a des bases de données informatiques de séquences nucléotidiques via le
programme BLASTN du NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Cela a permis d’assigner un genre bactérien et/ou une
espece bactérienne aux différentes souches isolées au cours de ce travail (assignations les

plus probables).
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2.3.2.5. Etude phylogénique des souches isolées

L’étude phylogénique des souches isolées a été effectuée a partir des résultats obtenus 2
la section 2.3.2.4. Les séquences codant pour ’ARNr 16S des souches isolées, des
bactéries (souches types) les plus semblables aux souches isolées ainsi que d’un
«outgroup » ont toutes été recueillies et alignées dans le programme BioEdit (version
7.0.5.3., Ibis Biosciences). Un « outgroup » est une séquence appartenant a une espéce
bactérienne trés loin d’un point de vue phylogénique des espéces analysées. La séquence
codant pour ’ARNr 16S de Cryptanaerobacter phenolicus (Juteau et al., 2005) a été
utilisée comme « outgroup ». Les séquences ont été comparées entre elles a 1’aide des
outils informatiques (Dnadist, Fitch, Drawgram, Segboot et Consense) fournis dans
I’ensemble Phylip 3.67 (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). Cela a
permis d’obtenir un arbre phylogénique de similarité de séquences ou une valeur de
« bootstrap » (réarrangements de séquences) de 1000 a été utilisée. Les arbres ont été

redessinés et ajustés dans le logiciel CorelDraw 8 (Corel Corporation).

2.3.3. Evaluation du potentiel enzymatique des souches isolées
2.3.3.1. Galeries API ZYM des souches pures

Des galeries API ZYM (bioMérieux) ont été utilisées pour évaluer le potentiel
enzymatique de 15 souches isolées, ces souches représentant les divers groupes d’isolats.
Les souches F12-RT-011, F12-RT-03, F12-RT-051, F12-RT-06, F12-RT-07, F12-RT-
091 et F12-RT-101 ont été cultivées sur des géloses R2A additionnées de Tween 80
(section 2.3.1.1.4.); les souches F12-THO-01, F12-THO-02 et F12-TT-02 I’ont été sur
des géloses TSB-agar additionnées de Tween 80 (section 2.3.1.1.6.); et finalement, les
souches F12-BT-01, F12-BT-02, F12-BT-041, F12-BHCP-011 et F12-BHCP-03 ont été
cultivées sur des géloses BSM additionnées de protéose peptone et de Tween 80 (section
2.3.1.1.1.). Les souches F12-BT-01, F12-BT-02, F12-BT-041 et F12-THO-02 ont été
cultivées en conditions microaérophiles comme il est décrit a la section 2.3.1. Une fois

les cultures reparties, chaque souche était étalée sur une gélose de maniére a obtenir une

69



forte biomasse (incubation de 24h a 60°C). Cette derniere a été récoltée dans un volume
final de 4 mL d’eau milli-Q stérile. Pour chaque souche, les galeries ont été réalisées en
duplicatas. Les galeries API ZYM ont été préparées et les résultats notés selon la méme

procédure qu’a la section 2.2.3.

2.3.3.2. Criblage pour une activité lipolytique sur milieux solides

Le potentiel lipolytique des isolats a été évalué selon deux méthodes : la méthode a la
Rhodamine B (avec huiles) et la méthode de précipitation au calcium (avec Tween 80;
formation d’un précipité blanc). Les souches testées sont les mémes que celles qui ont été
testées sur des galeries API ZYM (section 2.3.3.1.). Pour réaliser ce criblage, des
aliquotes de chaque souche (provenant des géloses préparées pour les galeries API ZYM)
ont été déposées sur diverses géloses: R2A additionnées de Tween 80 (section
2.3.1.1.4)), TSB-agar additionnées de Tween 80 (section 2.3.1.1.6.), TSB-agar
additionnées d’huile d’olive (section 2.3.1.1.7.), BSM additionnées de protéose peptone
et de Tween 80 (section 2.3.1.1.1.), BSM additionnées de protéose peptone et d’huile
d’olive (section 2.3.1.1.2.), BSM additionnées de protéose peptone et des huiles de canola
et de palme (section 2.3.1.1.3.) et NB/YE additionnées d’huile d’olive (NYHO) (ce
milieu est une combinaison des milieux NB/YE additionné de Tween 80 et BSM
additionné de protéose peptone et d’huile d’olive décrits respectivement aux sections
2.3.1.1.5. et 2.3.1.1.2.). Les géloses ont été incubées a 60°C pour 24 et 48 heures. Les
souches F12-BT-01, F12-BT-02, F12-BT-041 et F12-THO-02 ont été cultivées en

conditions microaérophiles comme il est décrit a la section 2.3.1.

Apres les premicres 24 heures d’incubation, les géloses étaient observées : pour celles
contenant du Tween, la présence d’un précipité blanc était recherchée alors que pour
celles contenant de la Rhodamine B, la présence de halos fluorescents ou de colonies
fluorescentes orange était recherchée. Cette fluorescence était visualisée aux UV a une
longueur d’onde de 365 nm. Les géloses contenant de la Rhodamine B ont été
photographiées par un transilluminateur UV (Alphalmager™ 3400, équipé du logiciel

AlphaEase, Alpha Innotech). Les géloses étaient incubées de nouveau pour une autre
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période de 24 heures afin de voir si des changements surviendraient par rapport aux

premiéres observations.

2.4. Caractérisation préliminaire des activités lipolytiques de bactéries sélectionnées

Les souches F12-THO-01 et F12-RT-091 ont été sélectionnées pour faire une bréve
caractérisation de leur activité lipolytique. A partir de surnageants de culture obtenus de
cultures liquides en fioles, les activités lipolytiques des souches sélectionnées ont été
testées selon deux méthodes : la méthode a la Rhodamine B (en présence d’huile d’olive)
et une méthode par spectrophotométrie employant des substrats p-nitrophényl esters

d’acides gras.

2.4.1. Culture en fioles pour obtenir du surnageant actif
2.4.1.1. Milieux de culture et inducteurs

Les cultures en fioles des souches F12-THO-01 et F12-RT-091 ont été effectuées avec
des milieux TSB (30 g/L Tryptic Soy Broth - Soybean - Casein Digest Medium, BD) et
NB/YE (9 g/L Difco™ Nutrient Broth BD, 2,5 g/LL Bacto™ Yeast Extract BD). Dans le
cas de la souche F12-RT-091, des essais ont aussi été effectués avec un milieu R2A sans
agar dont voici la composition : 0,5 g/L d’extrait de levure (Bacto™ Yeast Extract BD),
0,25 g/L de tryptone peptone (Pancreatic Digest of Casein, Difco), 0,25 g/L de proteose
peptone (Enzymatic Digest of Protein, Bacto™ Proteose Peptone No.3, BD), 0,5 g/L de
casamino acids (Acid-Hydrolyzed Casein, Bacto™ Casamino Acids, Technical, Difco),
0,5 g/L de dextrose (The McArthur Chemical Co. Ltd.), 0,5 g/L d’amidon soluble (Fisher
Scientific), 0,3 g/L de K,HPO, (Fisher Scientific), 0,049 g/ de MgSO,*7H,0
(Anachemia) et 0,3 g/L de pyruvate de sodium (Sigma). Le pH des milieux a été ajusté a
environ 8,2 avant et apres autoclavage (20 min, 121°C, 15 psi) avec du NaOH 1IN ou du

HCI IN.

Afin d’induire la production de lipases et/ou d’estérases chez les deux souches

sélectionnées, deux sources de carbone ont été employées : 1’huile d’olive et le Tween 80.
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Dans un premier temps, 2,5% (V/V) d’huile d’olive (Sélection Mérite, Extra Vierge,
100% pure, embouteillé en Italie, importé pour BRISKA, Montréal, QC) et 0,416%
(V/V) de Tween 80 (Sigma) (ratio 6:1) ont été ajoutés au milieu de culture NB/YE. Cet
essai n’a été effectué que pour la souche F12-THO-01. Dans un deuxiéme temps, tous les

milieux de culture ont été supplémentés avec 1,5% (V/V) de Tween 80.

2.4.1.2. Remise en culture des souches et préparation des inoculums

Les souches F12-THO-01 et F12-RT-091 ont été reparties a partir des cultures conservées
a -20°C. La souche F12-THO-01 a été remise en culture sur des géloses TSB-agar
additionnées de Tween 80 (section 2.3.1.1.6.) alors que la souche F12-RT-091 I’a été sur
des géloses R2A additionnées de Tween 80 (section 2.3.1.1.4.) et BSM additionnées de
protéose peptone et de Tween 80 (2.3.1.1.1.). Une fois les souches remises en culture, la
biomasse de deux géloses a été récoltée dans un total de S mL de tampon PBS stérile
(4 g/L NaCl, 1 g/L KCl, 0,72 g/L Na,HPOy, 0,12 g/L KH,PO4, pH 7,4). La biomasse a
ensuite été diluée dans ce méme tampon PBS de maniére a obtenir une densité optique
(DO) pour I'inoculum d’environ 10. Les lectures de DO ont été réalisées avec un
spectrophotometre de type Milton Roy Spectronic 1001 Plus (laboratoire du Dr. Eric

Déziel). Les fioles ont été inoculées en utilisant 2% d’inoculum.

2.4.1.3. Conditions de cultures et échantillonnages

Les cultures en fioles ont été réalisées dans des fioles coniques stériles de 1000 mL. Pour
favoriser la meilleure aération possible, les fioles contenaient 60 mL de milieu de culture.
Elles étaient fermées avec des bouchons vissés pour empécher 1’évaporation du milieu.
Les fioles ont été incubées a 60°C dans un bain-marie a agitation latérale (niveau

d’agitation 5).

Pour la souche F12-THO-01, trois séries de culture ont été réalisées : dans la premiere,
des échantillons ont ét€ prélevés apres 7, 23, 29 et 47 heures d’incubation; dans la

deuxieme, apreés 5,25 et 24 heures; et dans la troisieme, apres 5 et 24 heures. Pour la
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souche F12-RT-091, I’échantillonnage a été fait aprés 4, 8 et 24 heures d’incubation.
L’échantillonnage, en conditions stériles, comprenait la prise de mesures de DO des
milieux, 1’ajustement du pH, si nécessaire et le prélevement d’aliquotes pour réaliser les
tests d’activités lipolytiques. Les mesures de DO ont été effectuées en employant du
milieu de culture stérile correspondant comme blanc. Le pH des milieux de culture a été
ajusté a environ 8,2 avec du NaOH 1N, 2N ou 5N stérile ou du HCI 1N ou 6N stérile,
selon les besoins. Pour les aliquotes, elles étaient centrifugées (5 min, 13 000 rpm) et les

surnageants étaient conservés a 4°C et -20°C, s’ils n’étaient pas utilisés sur le champ.

Dans le cas de la troisiéme série de cultures pour la souche F12-THO-01, une partie des
surnageants de cultures a été concentrée sur des micro-colonnes ayant un « cut-off » de
3kDa (PALL Life Sciences, Nanosep® Centrifugal Devices). Les surnageants ont été
concentrés par des cycles de centrifugation (15 min, 13000 rpm). Les échantillons
NB/YE t5, NB/YE t24, TSB t5 et TSB t24 ont été concentrés par des facteurs,
respectivement, de 3.1, 2.4, 2.4 et 2,0.

2.4.2. Tests d’activités lipolytiques a partir des surnageants de cultures
2.4.2.1. Méthode a la Rhodamine B en présence d’huile d’olive

Des tests d’activités lipolytiques sur milieux solides a partir des surnageants de cultures
des premi¢ e et deuxiéme séries de cultures de la souche F12-THO-01 ont été réalisés.
Pour la premiére série, 100 pL des surnageants des t23, t29 et t47 ont été déposés dans
des trous percés dans diverses géloses. Les trous ont été percés a 1’aide du gros bout d’un
tip de pipette P1000 stérile. Des géloses NB/YE additionnées d’huile d’olive (section
2.3.3.2.) et TSB-agar additionnées d’huile d’olive (section 2.3.1.1.7.) ont été employées.
Les géloses NYHO ont été incubées O/N a 37°C et 60°C alors que les géloses THO ne
I’ont été qu’a 60°C. Un controle négatif (milieu NB/YE stérile) a aussi été déposé (100
pL) sur les géloses NYHO. Pour la deuxieme série, les surnageants de t5, t25 et t24 ont
été déposés dans les trous de trois types de géloses : des géloses NYHO (section 2.3.3.2.)
et des géloses NYHO modifiées. Ces derniéres comprenaient 3% d’huile d’olive au lieu

de 0,5% et 1% d’agar au lieu de 2%. De plus, une des géloses modifiées avait un pH de
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8,1 comme les autres géloses NYHO, mais I’autre avait un pH de 7,4. Ces géloses
modifiées ont aussi été appelées Rhodamine B Lipase Agar (protocole inspiré de Alken-
Murray Corporation, NY, courtoisie des Laboratoires Choisy Ltée., QC). Comme
controle négatif, du milieu TSB stérile a été utilisé alors que de la LIPEX, une lipase
commerciale, dilué par un facteur de 8000 a été employée comme contrdle positif. Les

géloses ont été incubées cinqg heures a 37°C et 60°C.

2.4.2.2. Méthode par spectrophotométrie

La méthode par spectrophotométrie employée dans le cadre de ce travail est basée sur
I’hydrolyse de p-nitrophényl esters d’acides gras. L’apparition du p-nitrophénolate,
produit de ’hydrolyse, est suivie via I’augmentation de la densité optique a une longueur
substrat des enzymes (longues chaines vs courtes chaines) et aussi de doser leurs

activités.

2.4.2.2.1. Détermination du maximum d’absorption du pNP

Le maximum d’absorption du pNP (p-nitrophénol) a été déterminé avec le
spectrophotometre (laboratoire du Dr. Claude Dupont) qui a été utilisé pour faire tous les
tests enzymatiques, soit un Varian Cary 300Bio UV-Visible Spectrophotometer (logiciel
version 3.00(182), instrument version 9.00). Ce spectrophotometre est munie d’un

systéme contrdle de température pour les cuvettes.

A partir d’une solution mére 11 mM de p-nitrophénol (Sigma) dans de I’isopropanol
(Sigma, 99,5% HPLC Grade), une solution a 0,11 mM est préparée : pour 1000 pL,
10 uL de la solution de pNP 11mM sont ajoutés a 910 uL de tampon (Tris 50 mM pH
7.5, 0.5% Triton X-100, 0.05% CaCl,*2H,0) et 80 pL d’isopropanol. Une solution
constituée de 910 pL du tampon et de 90 pL d’isopropanol a été utilisée comme blanc.
Une fois les cuvettes contenant la solution a 0,11 mM et le blanc incubés a 37°C, un

balayage de longueurs d’onde entre 450 et 350 nm a été effectué. Le pic d’absorption du
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pNP a permis de déterminer a quelle longueur d’onde les tests enzymatiques devaient

avoir lieu.

2.4.2.2.2. Courbes d’étalonnage du pNP

La courbe d’étalonnage du pNP permet de confirmer la zone de linéarité d’absorption du
pNP et de déterminer la valeur de son coefficient d’extinction molaire (¢) dans les
conditions données. Le tampon réactionnel de base pour les tests enzymatiques était du
Tris 50 mM avec 0,05% CaCl;*2H,0. La valeur d’e a été déterminée pour les sept

conditions réactionnelles suivantes (pH, température, concentration de Triton X-100) :

e pH7,5/37°C /0% Triton X-100;

e pH7,5/37°C/0,05% Triton X-100;
e pH7,5/37°C/0,5% Triton X-100;
e pH8,5/37°C /0% Triton X-100;

e pH8,5/37°C/0,05% Triton X-100;
e pH8,5/37°C/0,5% Triton X-100;
e pH8,5/55°C /0% Triton X-100.

A partir d’une solution 10 mM de pNP dans de I’isopropanol, des solutions a 10, 20, 30,
40 et 50 pM de pNP ont été préparées avec 910 uL de tampon et de I’isopropanol. Une
fois les cuvettes comprenant les solutions incubées a la température désirée, la DO de ces
solutions a été mesurée a la longueur d’onde déterminée a la section 2.4.2.2.1. 90 uL
ajoutés aux 910 pL de tampon approprié ont servi de blanc pour faire les différentes
lectures. Pour chacune des conditions et des concentrations de pNP, les lectures ont été

réalisées en triplicatas.

2.4.2.2.3. Tests d’activité enzymatique

Les tests d’activité enzymatique ont été réalisés avec quatre substrats différents : pNP-
palmitate (pNPP, C16, Sigma), pNP-stéarate (pNPS, C18, Sigma), pNP-laurate (pNPL,
C12, Fluka) et pNP-butyrate (pNPB, C4, Sigma). Une solution mere de chaque substrat
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de 10 mM a été préparée dans de 1’isopropanol. Les solutions pouvaient nécessiter une
agitation vigoureuse ainsi qu’une légere incubation 2 37°C afin de bien dissoudre les
substrats. Les divers tampons réactionnels énumérés a la section 2.4.2.2.2 ont été utilisés
pour les tests. Pour chaque test, 810 uL de tampon réactionnel étaient transférés dans une
cuvette de 1,5 mL (Fisherbrand Disposable Plastic Cuvette, Semimicro Style,
Methacrylate, 10 mm Lightpath, Fisher Scientific). Ces cuvettes étaient insérées dans le
spectrophotometre afin d’incuber le tampon a la température appropriée. Une fois cette
température atteinte, 90 uL du substrat pNP esters d’acides gras étaient ajoutés au
tampon et mélangés immédiatement avec quelques mouvements de haut en bas avec la
pipette. 100 pL de surnageant de culture (section 2.4.1.3.) étaient ensuite ajoutés et
mélangés rapidement. La DO était alors lue immédiatement a toutes les dix secondes
pendant 300 secondes (5 min) et toutes les 30 secondes pour 120 (2 min) ou 300 secondes
supplémentaires. Pour le blanc, 910 uL de tampon réactionnel ont été utilisés auxquels 90
uL de substrat étaient ajoutés. Cela permettait de contrecarrer 1’effet sur la DO d’une

possible hydrolyse spontanée des substrats. Les tests ont été effectués en duplicatas.

Les valeurs d’absorbance ont été rapportées en fonction du temps. A partir du calcul de la
pente maximale et de la valeur du coefficient d’extinction molaire dans les conditions du
test, une valeur d’activité en nmol/min-mL de surnageant a été calculée pour un

échantillon donné.
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Chapitre 3. RESULTATS

3.1. Enrichissement de neuf microflores bactériennes aérobies thermophiles

Les divers enrichissements ont été réalisés dans du milieu BSM supplémenté avec une
source de carbone différente pour chaque enrichissement. Les inoculums de départ ont
été préparés de maniére a avoir une grande diversité initiale de bactéries. Les populations
qui ont réussi a s’établir sont celles qui théoriquement sont capables d’assimiler la source

de carbone fournie ou ses dérivés.

3.1.1. Sources de carbone

Afin d’alimenter les mini-fermenteurs en sources de carbone, les multiples substrats ont
été préparés ou transformés selon les besoins. Pour des fins d’économie de matériel, une
pompe péristaltique a canaux m ltiples a été utilisée pour ’alimentation des sources de
carbone (sauf pour le son de blé et les huiles). La téte de pompe employée utilisait des
tubulures de 1/8 de pouce de diamétre interne. Cela constituait un probléme pour certains
des substrats, car ces derniers devaient pouvoir circuler aisément a 1’intérieur des
tubulures sans entrainer de résistance ou carrément les boucher. Il ne faut pas oublier que
le systtme de contrdle des mini-fermenteurs se devait d’étre semi-autonome. Dans la
préparation des substrats, un critére secondaire s’ajoutait aussi : idéalement, les solutions
de réserve devaient étre de la méme concentration pour tous les substrats, de maniére

uniformiser 1’alimentation.

Pour T’extrait de viande, un premier tamisage aprés 1’homogénéisation de la viande
hachée a permis d’éliminer beaucoup de filaments, corps gras ou toutes autres particules
insolubles ou dont le diamétre était supérieur a 850 um. Un deuxiéme tamisage éliminait
les particules (p.ex protéines) qui ont précipité ou se sont agglutinées aprés 1’ajustement

du pH. Une préparation a 2% de protéine de viande n’offrait aucun probleme de

pompage.
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Concernant le son de blé, plusieurs essais de broyage et de tamisage ont été réalisés, car
de par la grosseur des particules de son, les tubulures se bouchaient treés rapidement. Avec
une préparation a 2% dont les particules sont de diametre inférieur a 250 um (mesh 60),
aucun probléme de pompage n’était observé. Toutefois, le temps requis pour préparer une
quantité appréciable de son de blé dont les particules avaient une telle grosseur était
inacceptable dans le cadre de ce travail. Etant limité au niveau des options en raison de la
téte de pompe, la solution fut d’employer une pompe indépendante pour le son de blé.
Une tubulure de 3/16 de pouce de diametre interne a été utilisée ce qui a permis
d’employer une préparation a 2% de son de blé dont les particules avaient moins de 1,18

mm de diametre (mesh 16). Aucun broyage n’était nécessaire.

La lignine utilisée étant soluble dans I’eau, une solution a 2% ne posait aucun probléme
de pompage. Toutefois, assez rapidement, des problémes de mousse et de contrdle de pH
ont été observés dans le mini-fermenteur F3. Vers la fin du 6° cycle d’enrichissement, la
concentration de la solution de réserve de lignine a été diminuée a 1% et les problemes de
mousse ont disparu lors des cycles subséquents. Les problémes de contrdle de pH ont

aussi diminué sans toutefois disparaitre compleétement.

La chitine employée ici comme substrat était originalement sous forme de flocons, de
particules grossieres. Un broyage était nécessaire. Une fois tamisée, méme sur un tamis
dont les mailles ont 250 pm de diametre (mesh 60), une préparation a 2% bloquait les
tubulures. La circulation des particules débutait bien, mais en un instant, elles
s’agglutinaient bloquant ainsi la circulation. La chitine a donc été transformée pour
donner de la chitine « colloidale ». Une préparation (tamisée) a 2% de cette chitine

n’occasionnait aucun probléme au niveau du pompage.

Le principal probleme de la gélatine concernait sa gélification. Plusieurs essais de mise
en solution ont été effectués. Pour des raisons évidentes, la gélatine ne pouvait étre
solubilisée completement (par la chaleur), car cela entrainait sa gélification. Les premiers
essais ont été tentés avec des solutions a 5%, ces dernieres étaient maintenues sous

agitation a 4°C et a température ambiante. Apreés une nuit sous agitation, la solution
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maintenue a 4°C s’était gélifiée alors que celle 2 température ambiante ne 1’était pas,
mais son aspect était trés visqueux. Des préparations contenant la moitié moins de
gélatine (2,5%) ont été réalisées. La solution a 4°C s’était encore gélifiée, alors que celle
a température ambiante était toujours visqueuse. Toutefois, le pompage de cette derniére
était possible. Une solution de réserve de 2% gélatine a donc été utilisée pour
I’enrichissement dans le F5. Cette solution était maintenue 4 température ambiante sous

agitation vigoureuse afin d’éviter sa gélification.

Pour les enrichissements en présence des lipides, le choix des huiles s’est fait selon deux
criteres de sélection : la composition en acides gras et la diversité dans la distribution des
acides gras a I’intérieur des triglycérides. L’huile de palme contient majoritairement des
acides palmitique (C16) et oléique (C18:1) et dans de moindres proportions des acides
linoléique (C18:2), stéarique (C18) et myristique (C14) ainsi qu’une faible quantité
d’acides gras contenant 12 atomes de carbone et moins. L’huile de canola contient
principalement des acides oléique et linoléique et dans de moindres proportions des
acides palmitique, stéarique et linolénique (C18:3). Les huiles de palme et de canola
contiennent respectivement plus de 33 et 38 triglycérides différents (Hol¢apek et al.,
2003). C’est pour leur grande diversité que ces deux huiles ont été choisies pour les
enrichissements dans les F6, F8 et F2(2). L’huile d’olive quant a elle se compose tres
majoritairement d’acide oléique avec un peu d’acides linoléique et palmitique. Pour
I’enrichissement dans le F1(2), I’huile d’olive a été utilisée dans un rapport 6:1 avec du

Tween 80.

3.1.2. Conditions d’enrichissement

Comme il a été mentionné 2 la section 2.1.5., les enrichissements ont été réalisés en
cuvées alimentées séquentielles (« sequencing fed-batch ») dont les cycles étaient de 72
heures. Les divers enrichissements ont eu des durées variables. Pour les mini-fermenteurs
F1, F2 et F3, les enrichissements ont duré 27 cycles. Pour les F4 et F5, ils ont été
effectués, respectivement, sur 33 et 20 cycles alors qu’ils se sont étalés sur 54 cycles pour

les F6 et F8 et 26 cycles dans le cas des F1(2) et F2(2).
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Pour tous les enrichissements sauf celui du F1(2), les conditions de pH et de température
variaient d’une maniére contr6lée dans le temps au cours d’un méme cycle : elles
passaient respectivement de 7,0 et 50°C a 8,5 et 70°C en 36 heures pour revenir a leurs
conditions initiales dans les 36 derniéres heures. La figure 8 illustre ces variations dans le

temps.

A Controle de la température dans le temps -
fermentation du 22 juin 2006 (cycle 18/11)

e T°F1
mT°F2

T°F3

T°F4
xT°F5
e T°F6
by T e N e e T | -T°F8
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Temps (jours)

B contréle du pH dans le temps - fermentation du
22 juin 2006 (cycle 18/11)

o pH F1
» pH F2

pH F3

pH F4
x pH F5
e pH F6
-pHF8

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
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Figure 8. Exemple de controle de la température (A) et du pH (B) des mini-
fermenteurs. Les données présentées sont pour les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4, F5,
F6 et F8 au cours d’un cycle de fermentation (cycle 18 pour F1, F2, F3 et F4; cycle 11
pour F5, F6 et F8). Dans le cas de la température, les quelques points situés nettement
sous la tendance générale sont des artefacts de lecture dus a un probléme d'interférence
électrique.

Pour I’enrichissement du F1(2), le pH et la température étaient maintenus constants

respectivement a 8,2 et 65°C pour toute la durée des cycles. Comme il est possible de le
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constater a la figure 8, le contr6le de la température et du pH s’effectuait d’une maniére
assez efficace selon les consignes prescrites. Par exemple, au niveau du controle du pH
(figure 8B), en début de cycle, des variations étaient observées, mais assez rapidement, le
pH des divers mini-fermenteurs étaient ajustés selon les consignes. La chute du pH
observé pour le F2 a 36 heures s’explique par 1’ajout ponctuel de la préparation de son de
bl€ qui s’effectuait a ce moment-la du cycle. Le pH de la préparation de réserve de son de
blé était ajusté régulierement, mais méme conservée dans le réfrigérateur, la
contamination provoquait I’acidification progressive de la solution. En ce qui a trait au
contrble de la température, il était assez précis. Toutefois, des lectures de température
hors consignes pouvaient étre observées (figure 8A). Ces derniéres s’expliquaient par des

problemes de nature électronique au niveau de la console.

Plusieurs incidents sont venus perturber a divers moments les enrichissements. Leurs
répercussions ne sont pas les mémes pour tous les enrichissements. Leurs impacts sur la
diversité bactérienne présente dans les mini-fermenteurs sont décrits a la section 3.2.2.
Les incidents les plus fréquents sont survenus au niveau du controle du pH. Que ce soit
en raison d’injections d’acide ou de base trop lentes, c’est-a-dire que 1’ajustement du pH
ne se faisait pas assez rapidement, ou en raison d'incidents hors de notre contrdle
(coupure d'alimentation du batiment en électricité ou en air comprimé), tous les mini-
fermenteurs, sans exception, ont eu de tels problemes. Le F3 a été particulierement
affecté lors de ses cycles de fermentation 15 et 17 ol le pH a connu des chutes drastiques
descendant jusqu’a un pH d’environ 3 dans un des cas. En fin de cycle 14 (pour F1 a F4,
cycle 7 pour F5, F6 et F8), une interruption dans 1’alimentation en air des mini-
fermenteurs a particulierement affectée le contréle du pH des mini-fermenteurs de type a
agitation par circulation d’air (F1, F3, F5, F6 et F8). Au cycle 14 des enrichissements des
F1(2) et F2(2) (cycle 42 pour F6 et F8), une interruption de 1’alimentation électrique du
systtme dans son ensemble est venue perturber leur fonctionnement : pour une période
d’environ trois heures, les mini-fermenteurs n’ont pas été sous aucun contrdle (pH,

température, aération).
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3.2. Suivi de la flore bactérienne aérobie thermophile des enrichissements

3.2.1. Elaboration du marqueur de référence pour le DGGE

Un marqueur de référence a été élaboré pour faciliter la comparaison entre les divers
€chantillons d’un méme mini-fermenteur ainsi qu’entre les divers enrichissements. D’un
point de vue technique, un tel marqueur permet aussi de s’assurer du bon fonctionnement
des électrophoréses. Evidemment, 1a méme région de ’ADN codant pour I’ARNr 16S
des souches bactériennes pures a été amplifiée pour les échantillons provenant des
enrichissements. Les souches bactériennes utilisées ainsi que la méthode employée pour
confectionner le marqueur sont tirées en grande partie des travaux de maitrise de Danielle
Tremblay (Tremblay, 2003). La figure 9 présente le marqueur de référence constitué des
cinq bandes représentant chacune des especes bactériennes employées (Escherichia coli,
Staphyloccocus aureus, Enteroccocus faecalis, Pseudomonas aeruginosa et Streptomyces

lividans 1326).
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Figure 9. Marqueur de référence utilisée pour le DGGE. Le DGGE a été effectué dans
un gel de 8% d’acrylamide composé d’un gradient dénaturant de 20 a 80%
d’urée:formamide . MR : marqueur de référence; E. coli: Escherichia coli (ATCC
25922); P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Ent. faecalis :
Enterococcus faecalis (ATCC 29212); S. aureus : Staphyloccocus aureus (ATCC 25923);
Strept. lividans : Streptomyces lividans 1326.

3.2.2. Suivi de I’évolution de la flore bactérienne des mini-fermenteurs par DGGE

Comme il a été mentionné précédemment (section 3.1.2.), les divers enrichissements se
sont effectués sur plusieurs cycles. Pour faire le suivi de la diversité bactérienne dans le
temps (au fil des cycles d’enrichissement), I’ADN total des échantillons récoltés a la fin
des cycles était extrait et amplifié avec des amorces spécifiques pour une région
hypervariable codant pour I’ARNr 16S. Les amplicons étaient ensuite séparés par DGGE,

chaque bande représentant théoriquement une population bactérienne différente.

Pour les échantillons des F6, F8, F1(2) et F2(2), une étape supplémentaire devait étre

réalisée avant de procéder a I’extraction d’ADN de la biomasse provenant de ces mini-
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fermenteurs (voir section 2.2.2.2.1.). En effet, une simple centrifugation du milieu de
culture ne permettait pas de récupérer efficacement la biomasse. La présence d’huile était
problématique : dans les mini-fermenteurs contenant de 1’huile, une phase hydrophobe
s’était formée et la majeure partie de la biomasse s’y retrouvait. Méme en augmentant le
temps de centrifugation, la biomasse ne parvenait pas a se défaire complétement de cette

phase. Les bactéries adhéraient a leur substrat. La figure 10 illustre bien ce phénoméne.

Figure 10. Coloration de Gram d’un échantillon de biomasse du F8 au cycle 9. Les
bactéries sont regroupées autour des gouttelettes d’huile.

Comme le but de I’exercice était de caractériser la diversité bactérienne des
enrichissements, il fallait récupérer le plus de biomasse possible des échantillons pour
obtenir une représentation la plus fidele possible de la réalité. Des essais d’extraction
d’ADN directement du milieu de culture du F6 n’ont pas été concluants. L’hypothése que
la présence d’huile interférait probablement avec le processus d’extraction a été émise.
Des essais incluant la séparation de la biomasse de I’huile avec des solvants organiques
ont alors €t€ tentés avec des échantillons provenant des F6 et F8. Parallélement, des
essais d’extraction directement sur le milieu de culture ont été refaits avec les mémes
échantillons. La migration sur gel d’agarose des échantillons extraits ne permettait pas de
visualiser de I’ADN, mais les échantillons ont tout de méme été amplifiés par PCR. La

migration sur gel d’agarose des amplicons a permis de visualiser une amplification pour
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les échantillons provenant du F8 et possiblement une trés faible amplification de ceux du
F6. La migration des amplicons par DGGE a permis de constater qu’il ne semblait pasy
avoir de différence entre la méthode d’extraction directe et indirecte : les mémes bandes
apparaissaient et ce, avec la méme intensité. Afin de maximiser la récupération de
biomasse et le rendement de I’extraction d’ADN, la méthode indirecte (employant une

séparation avec des solvants) a été retenue pour le traitement des échantillons

subséquents.

L’€volution de la diversité bactérienne dans le temps pour les divers enrichissements a
été étudiée apres migration par DGGE de différents échantillons dans des gels de 8%
d’acrylamide composés d’un gradient dénaturant de 20 2 80% d’urée:formamide. Les
résultats obtenus sont présentés aux figures 11 a 19 respectivement pour les mini-

fermenteurs F1, F2, F3, F4, F5, F6, F8, F1(2) et F2(2).
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Figure 11. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour Penrichissement effectué avec de I’extrait de viande (F1). MR : marqueur de
référence; Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.
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L’enrichissement en fonction d’un extrait de viande (F1) comme source de carbone s’est
déroul€é sur une période de 27 cycles. Comme il est possible de le constater a la figure
11, dés le premier cycle de fermentation, la diversité bactérienne présente dans le mini-
fermenteur s’est distinguée de celle présente dans I’inoculum de départ. Au deuxiéme
cycle, la diversité était encore en évolution, mais des le troisieme cycle, les populations
dominantes semblaient s’étre déja bien établies. Par la suite, de 1égeres variations au
niveau des populations moins dominantes ont été observées au fil des cycles, mais le
profil global était bien établi. Au final, plus d’une quinzaine de bandes d’intensité

variables sont observées dont six relativement majeures.
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Figure 12. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour P’enrichissement en fonction du son de blé (F2). MR : marqueur de référence;
Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

L’enrichissement en fonction du son de blé (F2) comme source de carbone s’est aussi
déroulé sur une période de 27 cycles. Comme dans le cas du F1, dés le premier cycle
(figure 12), la diversité bactérienne s’est différenciée de celle présente dans I’inoculum
de départ. Assez rapidement, la flore présente dans le mini-fermenteur s’est stabilisée en
grande partie : du deuxieéme au neuviéme cycle, seulement quelques bandes sont apparues

dans le haut et le bas du profil. Toutefois, au quinzieéme cycle, 1’apparition d’une bande

86



d’une forte intensité ainsi que la disparition de quelques bandes de moindre intensité sont
observées. Cela s’explique par un incident qui est survenu au quatorziéme cycle
d’enrichissement : il y a eu une interruption dans I’alimentation en air du mini-
fermenteur. Cet incident a eu un impact direct sur la diversité de la flore bactérienne
présente dans le mini-fermenteur. Par la suite, la diversité s’est stabilisée de nouveau
avec une légere variation d’intensité pour deux bandes au vingt-quatrigme cycle

d’enrichissement. Au final, une quinzaine de bandes sont observées dont une trés
majeure.
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Figure 13. Suivi de ’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour ’enrichissement en présence de la lignine (F3). MR : marqueur de référence;
Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

L’enrichissement en fonction de la lignine (F3) comme source de carbone s’est également
effectué sur une période de 27 cycles. De la méme maniére que pour les F1 et F2, la flore
bactérienne présente apres le premier cycle d’enrichissement était différente de celle qui
prédominait dans I’inoculum de départ. La diversité s’est stabilisée plus rapidement que
dans les deux cas précédents : des le premier et le deuxieéme cycle, la tendance était bien

visible (figure 13). Ensuite, a partir du quinzieme cycle, une diminution de la diversité est
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observée. Cela va de pair avec le fait qu’une diminution de la biomasse présente dans le
mini-fermenteur avait été remarquée lors des échantillonnages. Cela s’explique
probablement par les nombreux chocs de pH étant survenus lors de I’enrichissement,
particulierement lors des cycles 15 et 17. Cela s’est reflété sur la diversité finale observée

pour cet enrichissement : seulement une dizaine ou une douzaine de bandes tout au plus

caractérise la microflore du F3.
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Figure 14. Suivi de ’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour Penrichissement en fonction de la chitine (F4). MR : marqueur de référence;
Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

L’enrichissement en fonction de la chitine (F4) comme source de carbone s’est déroulé
sur une période de 33 cycles. Contrairement aux trois enrichissements présentés jusqu’ici,
certaines populations bactériennes de 1’inoculum sont restées présentes pour plusieurs
cycles au cours de I’enrichissement (figure 14). Une tendance vers une stabilisation de la
microflore commencait a s’installer lorsque des problémes d’aération au quatorziéme
cycle sont venus perturber ’enrichissement. Cela a fait disparaitre certaines populations

ou sinon diminuer grandement leur importance. Tout comme cela a aussi permis
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I’émergence d’autres populations dominantes. A la fin du dernier cycle d’enrichissement,
une douzaine ou une quinzaine de bandes représentant la diversité bactérienne de ce

mini-fermenteur sont observées dont une demi-douzaine sont prédominantes.
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Figure 15. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour P’enrichissement en fonction de la gélatine (F5). MR : marqueur de référence;
Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

L’enrichissement en fonction de la gélatine (F5) comme source de carbone a duré 20
cycles. Tout comme le F4, certaines populations bactériennes de ’inoculum sont restées
bien présentes dans la microflore du F5 et quelques-unes jusqu’a la fin, dont la bande tres
dominante de I’inoculum (figure 15). Assez rapidement, des populations dominantes se
sont établies et leur profil s’est stabilisé. A la fin de I’enrichissement, sept bandes

majeures sont visibles et il est possible d’étendre le profil a une quinzaine de bandes en

incluant les populations de moindre importance.
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Figure 16. DGGE d’échantillons de quelques cycles de fermentation du F6,
enrichissement en fonction d’un mélange d’huiles de canola et de palme. MR :
marqueur de référence; Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

Le mini-fermenteur F6, soit celui dont ’enrichissement devait se faire en fonction du
mélange d’huiles de canola et de palme, a été en opération sur une période de 54 cycles.
En raison du temps requis pour I’entretien des mini-fermenteurs, les premiers
€chantillons du F6 n’ont pas été traités avant plusieurs cycles de fermentation. Cela a eu
pour effet de ne pas se rendre compte que 1’enrichissement était problématique. En effet,
comme il est possible de le constater a la figure 16, déja apres le deuxieéme cycle de
fermentation, la diversité bactérienne était quasi inexistante. La principale bande
observée a partir du troisiéme cycle est probablement une contamination au niveau du
produit PCR. Ce dernier n’était d’ailleurs pas visible sur gel aprés amplification et un trés
grand volume du produit de cette réaction a dii étre chargée sur le gel du DGGE pour voir
quelque chose. Pour soutenir davantage la thése de la contamination, cette bande migre a
la méme hauteur que la bande d’E. coli du marqueur de référence. Pour abonder dans le
méme sens, plusieurs tentatives d’observations microscopiques n’ont pas permis de
visualiser la présence d’une biomasse. Cela expliquerait les problémes d’extraction

d’ADN rapportés plus haut. Comme il semblait y avoir une transformation de 1’huile dans
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le mini-fermenteur (p.ex. formation d’une phase hydrophobe, disparition de la couleur
orangée de I’huile de palme), il est possible que de la biomasse était présente, mais en
tres faible quantité. De multiples essais pour réactiver la culture ont été tentés, sans

succes apparents. Cet enrichissement fut donc abandonné.
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Figure 17. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour Penrichissement en fonction du mélange d’huiles de canola et de palme dans
un milieu de culture supplémenté avec du protéose peptone (F8). MR : marqueur de
référence; Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

L’enrichissement effectué dans le mini-fermenteur F8, soit en fonction d’un mélange
d’huiles de palme et de canola et dont le milieu de culture était supplémenté en protéose
peptone, s’est déroulé sur 54 cycles. Toutefois, deux cycles supplémentaires de 120
heures ont €t€ réalisés dans le but d’augmenter la quantité de biomasse présente dans le
mini-fermenteur. Cette prolongation se justifiait par I’insucces dans les tentatives d’isoler
des bactéries a partir du F8 vers la fin du processus d’enrichissement (voir section 3.3.1.).
La diversité de la microflore présente dans le F8 (figure 17) semble avoir été influencée
par deux facteurs en particulier. Dans un premier temps, au cycle 17, le type de mini-

fermenteur a €t€ changé : il est passé de type a agitation par circulation d’air a agitation

91



mécanique. Il est a noter que ce changement a aussi été effectué pour le F6. L’objectif
était de favoriser un meilleur mélange du milieu de culture dans ces deux mini-
fermenteurs. Ce changement semble avoir été plutdt positif sur le déroulement des cycles
de fermentation, entre autre, le contrdle du pH se faisait mieux. L’élément qui a
probablement eu le plus d’impact sur I’enrichissement est certainement le protéose
peptone. Initialement, sa concentration était de 0,5% et au cycle 14, elle a été réduite a
0,1% afin de favoriser une plus grande consommation d’huile. Cependant, une
diminution de la quantité de biomasse présente dans le mini-fermenteur a été observée
lors de I’échantillonnage a la fin des cycles subséquents. Donc au vingt-et-uniéme cycle,
la concentration de protéose peptone a été augmentée a 0,25%. L’impact de ces variations
en protéose peptone peut étre visualisé a la figure 17. Au cours des 12 premiers cycles, la
diversité bactérienne évoluait beaucoup avec quelques populations qui semblaient bien
s’établir dont celle qui prédominait dans I’inoculum de départ. Entre le douzieme et le
vingt-et-uniéme cycle, I’effet de la diminution de la quantité de protéose peptone est
assez marquant. La diversité avait presque disparu, seules trois ou quatre bandes
pouvaient €étre observées au cycle 18. L’augmentation a 0,25% a permis de rétablir
quelque peu la diversité. Entre le trentieme et le cinquante-quatrieme cycle, la diversité a

trés peu changé et au final, environ sept bandes caractérisaient la microflore du FS8.

En raison des problémes rencontrés pour les enrichissements des F6 et F8 et comme la
finalit€ du projet de maitrise était d’isoler des bactéries ayant un haut potentiel
lipolytique, deux autres enrichissements ont été réalisés. A la lumitre des résultats
précédents, le milieu de culture employé était supplémenté avec 0,5% de protéose
peptone dans les deux cas. Pour I’enrichissement effectué dans le F1(2), la source de
carbone employée était un mélange d’huile d’olive et de Tween 80 alors que pour le
F2(2), il s’agissait d’une reprise du F8 (mélange d’huiles de canola et de palme). Les
figures 18 et 19 illustrent respectivement 1I’évolution de la diversité bactérienne pour les

mini-fermenteurs F1(2) et F2(2).
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Figure 18. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour Penrichissement en fonction du mélange d’huile d’olive et de Tween 80 dans
un milieu de culture supplémenté en protéose peptone [F1(2)]. MR : marqueur de
référence; Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

Pour le F1(2), 1a microflore bactérienne s’est rapidement stabilisée : trés peu de variations
ont ét€ observées entre les troisieéme et douzieme cycles. Cette stabilité a ét€ grandement
perturbée au quatorziéme cycle, une interruption dans 1’alimentation électrique du
systeme a empéché tout contrdle sur une période de trois heures. Avant cet incident, le
milieu de culture avait une coloration rosée alors qu’apres, il tirait sur le gris-beige. La
comparaison des puits des cycles 12 et 15 sur le DGGE (figure 18) démontre bien la perte
de populations importantes dans la diversité de la microflore. Des essais de ré-inoculation
a partir de la biomasse des cycles précédents n’ont pas permis de rétablir ces populations.
Malgré cela, au dernier cycle d’enrichissement (cycle 26), entre une douzaine et une

quinzaine de bandes illustraient la diversité bactérienne du F1(2).
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Figure 19. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par DGGE
pour P’enrichissement en fonction du mélange d’huiles de canola et de palme dans

un milieu de culture supplémenté en protéose peptone [F2(2)]. MR : marqueur de
référence; Inoc. : inoculum de départ; Cyc.X : cycle numéro X.

En ce qui a trait au F2(2), la diversité était un peu plus variable au cours des premiers
cycles de fermentation. Des populations dominantes au cours des trois premiers cycles
(représentées par des bandes de fortes et moyennes intensités au bas du gel de la figure
19) ont perdu de leur importance graduellement. Par la suite, la diversité s’est stabilisée
pour ne trés peu variée du neuviéme au vingt-sixieme cycle. A la fin de ’enrichissement,

de huit a dix bandes représentaient la diversité bactérienne du F2(2).

En comparant les gels des DGGE des divers enrichissements, il apparait évident que la
source de carbone a eu un impact sur I’évolution de la microflore bactérienne des
différents mini-fermenteurs : certaines similitudes et divergences peuvent étre notées.
Afin d’illustrer plus clairement la diversité finale des enrichissements, la figure 20 A

rapporte les profils de migration de la biomasse finale des F1, F2, F3, F4 et F5 alors que
la figure 20 B, ceux des F8, F1(2) et F2(2).
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Figure 20. Profils de migration des biomasses finales (A) des F1 (extrait de viande),
F2 (son de blé), F3 (lignine), F4 (chitine) et F5 (gélatine) et (B) des F8 (huiles de
canola et de palme), F1(2) (huile d’olive et Tween 80) et F2(2) (huiles de canola et de
palme). MR : marqueur de référence; Inoc.1 : inoculum de départ des F1, F2, F3 et F4;
Inoc.2 : inoculum de dépar  des FS5 et F8; Inoc.3 : inoculum de départ des F1(2) et F2(2);
Cyc.X : cycle numéro X.

Dans un premier temps, la figure 20 A illustre bien la nature identique des inoculums 1 et
2 tandis que la figure 20 B illustre la nature commune des inoculums 2 et 3. En effet, les
inoculums 1 et 2 sont les mémes (section 2.1.3.), sauf qu’entre ’inoculation des F1 2 F4
et des F5, F6 et F8, I’inoculum a passé trois semaines a 4°C. Cela explique surement la
différence d’intensité de certaines bandes. Les inoculums 2 et 3 possédent certaines
composantes communes (section 2.1.3.) ce qui explique la présence de bandes similaires.
Toutefois, des différences sont observables. Globalement, la diversité bactérienne
résultante des divers enrichissements semble bien différente selon la source de carbone
employée. Cependant, quelques similarités peuvent étre notées. Dans le haut des profils

des F1 et F2, il y a deux populations (deux bandes) qui semblent communes. Bien que la
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diversité totale soit plus faible dans le F5, elle ressemble a celle du F1. Quelques bandes
semblent partagées entre les F2 et F4. Le F3, quant a lui, posséde un profil relativement
unique. En ce qui concerne les enrichissements en fonction des lipides, le F1(2) se
distingue considérablement des F8 et F2(2). Ces derniers, ayant été enrichis avec la
méme source de carbone, ont une microflore finale trés semblable et ce, malgré un
inoculum de départ quelque peu différent. La microflore bactérienne du F2(2) (figure 19)
est peut-€tre légérement supérieure en diversité d’une ou deux bandes a celle du F8

(figure 17).

Pour les enrichissements effectués dans les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5,
I’influence des conditions de pH et de température sur la microflore a I’intérieur d’un
méme cycle a aussi été évaluée. Cette expérience a été réalisée lors du dernier cycle
d’enrichissement de ces mini-fermenteurs alors que la microflore s’est stabilisée : cycle
27 pour F1, F2 et F3, cycle 33 pour F4 et cycle 20 pour F5. Des échantillons ont été
prélevés a chaque 12 heures 2 partir du temps zéro (t0). A t0, le pH et la température
étaient de 7,0 et 50°C et ces parametres montaient graduellement et linéairement jusqu’a
8,5 et 70°C 4 t36. A t72, le pH et la température étaient revenus a 7,0 et 50°C. Les DGGE
pour chaque mini-fermenteur sont rapportés a la figure 21. Globalement, une certaine
stabilité au niveau du nombre de bandes caractérisant la diversité bactérienne des mini-
fermenteurs est constatée. Toutefois, des variations au niveau de 1’intensité des bandes en
fonction de la température et du pH sont observées. L’impact de ces paramétres se fait
particulierement sentir a t36 o le pH et la température sont a leur valeur la plus élevée.
En effet, a t36, I’intensité des bandes présentes et observées depuis tO diminue dans la
plupart des cas; toutefois I’inverse est aussi observé (figure 21 A et E). L’enrichissement
au cours duquel les variations de pH et de température a I’intérieur d’un méme cycle ont
eu le plus d’influence est certainement le F3. Les populations dominantes a t72 ne sont

pas les mémes qu’en début de cycle (figure 21 C).
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Figure 21. Suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps a I’intérieur
d’un méme cycle (t0 a t72) pour ’enrichissement des F1 (A), F2 (B), F3 (C), F4 (D)
et FS (E). MR : marqueur de référence.
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3.2.3. Evaluation sommaire du potentiel enzymatique des microflores enrichies par

des galeries AP1 ZYM.

Le potentiel enzymatique de la biomasse des mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5 a été
évalué vis-a-vis 19 activités enzymatiques différentes par des galeries API ZYM incubées
a 60°C. Les résultats obtenus sont rapportés au tableau VIII. Ces tests n’ont pas pu étre
réalisés pour la biomasse provenant des mini-fermenteurs F8, F1(2) et F2(2), car la

présence d’huile interférait avec le déroulement des tests.

Tableau VIII. Résultats des galeries API ZYM de la biomasse des mini-fermenteurs
F1, F2, F3, F4 et F5. ND : activité non déterminée.

Activités détectées
Enzyme testée F1 F2 F3 F4 F5
viande blé lignine | chitine | gélatine

Phosphatase alcaline
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C8)
Lipase (C14)
Leucine arylamidase
Valine arylamidase
Cystine arylamidase
Trypsine
a-chymotrypsine
Phosphatase acide
Naphtol-AS-BI-

phosphohydrolase — ND ND ND ND
a-galactosidase | |
B-galactosidase
B-glucuronidase
a-glucosidase
B-glucosidase
N-acétyl-B-glucosaminidase .
a-mannosidase
a-fucosidase

Légende: niveau d'activité
Aucune activité:

Trés faible activité:
Faible activité:
Acitivité moyenne:
Forte activité:
Tres forte activité:
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Toutes les microflores ont démontré plusieurs activités enzymatiques différentes. La
biomasse du F2 semble détenir le plus grand potentiel alors que celles des F3 et F4 ont
moins d’activités qui peuvent tre classées comme fortes. Les cinq microflores posseédent
des activités phosphatase alcaline, phosphatase acide, estérase (C4), estérase-lipase (C8)
et lipase (C14). Cette derniere est cependant moins importante que les activités estérase et
estérase-lipase. Le F2 démontre I’activité lipase la plus intense des cinq mini-fermenteurs
avec une activité d’intensité moyenne. La biomasse du F2 exprime aussi de fortes
activités trypsine, a-chymotrypsine et a-glucosidase. Quoique tres faible, la microflore du
F5 est la seule a démontrer une activité N-acétyl-B-glucosaminidase. L’activité naphtol-
AS-Bl-phosphohydrolase n’a pu étre déterminée pour aucune des microflores en raison
de problemes techniques des galeries pour cette activité : dans les conditions utilisées, les

contr6les négatifs réagissaient positivement.

3.3. Isolement et caractérisation de bactéries ayant des activités lipases/estérases

3.3.1. Isolement de bactéries

Comme I'un des objectifs de ce projet de maitrise est d’isoler et de caractériser des
bactéries thermophiles ayant un potentiel lipolytique, les essais d’isolement de bactéries
ont été effectués a partir d’aliquotes de biomasse des mini-fermenteurs F6, F8, F1(2) et
F2(2). Dans le but de combiner I’isolement de bactéries et le criblage pour une activité
lipolytique, les milieux de culture employés contenaient soient de 1’huile et de la
Rhodamine B ou du Tween 80 et du calcium. Dans un premier temps, les essais ont été
faits pour le F6 et le F8. Les premiers tests d’isolement ont été réalisés a partir de géloses
dont le pH était de 7,3-7,5 et contenant 3% d’huile d’olive. Plusieurs dilutions (de 10" a
10°) de la biomasse ont été étalées sur les géloses de natures différentes et aucune
croissance n’a été observée. Quelques problemes ont été rencontrés : I’absorption des
inocula provenant des dilutions sur la gélose était tres difficile ou absente et lors de
I’incubation a 60°C, il y a eu une forte déshydratation des géloses, ce qui a aussi entrainé
la libération de I’huile (présence de gouttelettes en surface des géloses). Il est possible
que ces problémes soient liés a la quantité d’huile présente dans les géloses, cette

derniére a donc été réduite a 0,5% dans les milieux de culture. Les tests subséquents ont
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permis d’établir les conditions optimales pour I’isolement de bactéries dans le cadre de ce
travail (section 2.3.1.). L’isolement de bactéries s’est fait avec des géloses a pH plus
basique (8,2), car la croissance semblait meilleure lors des tests effectués. Les géloses
étaient incubées (a 60°C) a I’endroit contrairement aux cultures en conditions mésophiles
ou les géloses sont incubées a I’envers. Cela permettait au milieu de culture de conserver
son eau et par le fait méme, la croissance des bactéries était meilleure. Pour pallier aux
probleémes liés a la présence d’huile dans les milieux (absorption difficile de I’inoculum
et libération d’huile), la majorité des isolements ont été réalisés en utilisant du Tween 80

comme substrat.

Dans ces conditions, un total de 34 souches bactériennes ont été isolées, purifiées (par
repiquages) et congelées dans du glycérol (voir tableau IX). Six souches proviennent du
F8 (biomasses du 06-11-2006 et du 11-11-2006) et les 28 autres du F1(2) (biomasses du
24-10-2006 et du 05-10-2006). Les six souches du F8 ont été isolées sur des géloses BSM
additionnées de protéose peptone et des huiles de canola et de palme (BHCP), soient les
conditions qui prévalaient dans ce mini-fermenteur. Pour les souches du F1(2), elles ont
été isolées sur des géloses R2A additionnées de Tween 80 (RT), TSB-agar additionnées
de Tween 80 (TT), BSM additionnées de protéose peptone et de Tween 80 (BT), NB/YE
additionnées de Tween 80 (NYT) et TSB-agar additionnées d’huile d’olive (THO).
Evidemment, aucune souche n’a été isolée du F6, probablement en raison de I’absence de
biomasse. Pour le F2(2), la croissance sur géloses était tres faible et les colonies

ressemblaient fortement aux isolats du F8 et n’ont pas été retenues.
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Tableau IX. Liste des 34 souches isolées, leur regroupement ainsi que leur
affiliation. L'identification des souches est basée sur une analyse phylogénique des
séquences d'’ADNr 16S (voir section 3.3.2.2).

Groupe # Souches Identification Identité
F12-RT-011, F12-RT-012, F12-RT- . . ) o
1 02, F12-TT-031, F12-TT-032 Geobacillus pallidus , (Geo)bacillus sp. 99%
F12-RT-03, F12-RT-04, F12-BT- . . .
2 041, F12-BT-042, F12-BT-043 Geobacillus pallidus , (Geo)bacillus sp. 99%
g |F12RT-051, F12-RT-052, F12-RT-| o opacilus toebi 99%

053

Geobacillus thermoleovorans , Geobacillus

thermocatenulatus , Geobacillus lituanicus,
4 F12-RT-06, F12-RT-08, F12-BT-02 ] ) 99%
Geobacillus stearothermaophilus ,
Geobacillus kaustophilus

5 F12-RT-07 Geobacillus thermodenitrificans 99%
F12-TT-02, F12-TT-04, F12-NYT-

6 01, F12-BT-01, F12-BT-03 Geobacillus debilis (B. thermozeamaize) 99%
F12-RT-091, F12-RT-092, F8-
7 g:gE:g;: Eg:g:g?g;g: Eg_ Anoxybacillus beppuensis 99%
BHCP-023, F8-BHCP-03
Anoxybacillus rupiensis 99%
8 F12-RT-101, F12-RT-102 Brevibacillus thermoruber 99%
Brevibacillus levickii 97%
Brevibacillus borstelensis 96%
9 F12-THO-01 Bacillus sp. 99%
Uncultured bacterium <98%
10 F12-THO-02 Rhizobiaceae str. M100 99%
Chelatococcus asaccharovorans 96%
Uncultured bacterium <95%

N.B. Le regroupement des 34 souches isolées a été effectué selon les profils DGGE de la région
V3 de leur ADN 16S.

La majorité des souches ont été isolées en conditions aérobies; toutefois, huit souches
I’ont été dans des conditions microaérophiles. Il s’agit des souches suivantes : F12-TT-
04, F12-NYT-01, F12-RT-09 (091 et 092), F12-RT-10 (101 et 102), F12-THO-02, F12-
BT-01, F12-BT-02, F12-BT-03 et F12-BT-04 (041, 042 et 043). Les numéros entre
parenthéses représentent des souches qui ont été séparées lors des repiquages. De ces
souches, seule la souche F12-THO-02 ne croit qu’exclusivement en conditions
microaérophiles. Les autres croissent trés faiblement et difficilement en aérobie (F12-BT-
01, F12-BT-02, F12-BT-03 et F12-BT-04), semblent tolérer les conditions aérobies (F12-
TT-04 et F12-NYT-01) ou croissent aussi bien en aérobie qu’en microaérophilie (F12-

RT-09 et F12-RT-10).
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Le criblage pour une activité lipolytique en méme temps que 1’isolement de bactéries n’a
pas été tres concluant. Peu de bactéries ont été isolées sur les milieux contenant de 1’huile
et de 1a Rhodamine B et la technique avec du Tween 80 et du calcium n’a pas donné
beaucoup de résultats positifs. Seules les souches F12-BT-02 et F12-BT-04 ont démontré
une activité lipolytique en présence de Tween 80 et de calcium (formation d’un précipité
blanc dans la gélose autour des colonies). Le criblage a dii étre refait ultérieurement (voir

section 3.3.3.2.).

3.3.2. Caractérisation moléculaire des souches isolées

3.3.2.1. Profil de migration par DGGE des souches pures

Dans le but d’obtenir le profil de migration des souches isolées, une région du gene
codant pour I’ARN ribosomal 16S de ces souches a été amplifiée par PCR avec les
amorces 341f-GC et 534r. Les amplicons obtenus ont été analysés par électrophorése
dans des gels par DGGE. Cela a permis le regroupement des souches en dix groupes
selon leurs profils de migration (voir tableau IX). La figure 22 A illustre le profil de
migration par DGGE d’un représentant de chaque groupe de souches. Plusieurs
informations ressortent de ce gel. Premieérement, plusieurs souches sont caractérisées par
la présence de plus d’une bande dans leur profil. Normalement, une souche pure ne
comprend qu’une seule bande. Les multiples repiquages a partir de colonies isolées pour
chaque souche semblent étre garants de la pureté de celles-ci. Il est possible que les
souches aient plusieurs copies différentes de leur gene codant pour I’ARN ribosomal 16S.
Fait a noter, les deux bandes caractérisant la souche F12-RT-011 semblent se retrouver
dans le profil de migration de la souche F12-RT-03. Dans un deuxi¢me temps,
I’échantillon « F1(2) 05-10-2006 cyc.17 » représente 1’aliquote de biomasse a partir de
laquelle la majorité des souches F12 ont été isolées. Certaines des bandes caractérisant les
souches isolées se retrouvent dans le profil de migration de cet échantillon. Toutefois, il
apparait évident que les souches isolées ne représentent pas les espéces dominantes

présentes.
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Figure 22. (A) Profil de migration par DGGE d’un représentant de chacun des
groupes de souches isolées ainsi que de I’échantillon a partir duquel la majorité des
souches F12 ont été isolées (« F1(2) 05-10-2006 cyc.17 »). (B) Profil de migration de
deux souches provenant du F8 ainsi que des échantillons a partir desquels elles ont
été isolées. Les DGGE sont des gels de 8% d’acrylamide composés d’un gradient
dénaturant de 20 a 80% d’urée:formamide. MR : marqueur de référence.

La figure 22 B illustre le profil de migration par DGGE de deux souches provenant du
F8. Toutes deux font partie du méme groupe de souches, sauf qu’elles n’ont pas été
isolées au méme moment. Elles possédent aussi un profil comprenant plusieurs bandes
(trois), dont deux se retrouvent dans le profil des échantillons a partir desquels elles ont
été isolées. Elles semblent représenter une espece importante de la microflore présente

dans ce mini-fermenteur.

3.3.2.2. Analyse phylogénique du géne codant pour ’ARNTr 16S des souches isolées

Le gene codant pour I’ARNr 16S de 21 des souches isolées a été amplifié et séquencé a
partir des amorces pA et pH. Ces souches couvraient tous les groupes rapportés au
tableau IX. Les résultats obtenus ont permis de reconstituer une séquence nucléotidique

consensus « complete » (plus de 1400 pb) pour 12 des souches (Appendice A). Ces
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séquences ainsi que les séquences partielles (entre 700 et 800 pb) des autres souches ont
€t€ comparées a des bases de données informatiques de séquences nucléotidiques, ce qui
a permis d’assigner un genre bactérien et/ou une espéce bactérienne aux différentes
souches isolées. Les affiliations les plus probables ont été rapportées au tableau IX. La
grande majorité des souches sont affiliées a la famille des Bacillaceae, la plupart

appartenant au genre Geobacillus.

Dans le cas du groupe 4, 1a séquence nucléotidique du géne codant pour I’ARNr 16S de
ces souches a pu €étre reconstituée en bonne partie (environ 1400 pb), mais cette séquence
comprend une région de 300 a 500 nucléotides du cdté 5’ du geéne dont la qualité est
mauvaise, c’est-a-dire qu’il y a beaucoup d’incertitudes concernant la nature des
nucléotides identifiés par le séquencage. C’est pour cette raison que la comparaison avec
des banques de données a seulement permis d’identifier avec certitude le genre bactérien
auquel appartiennent ces souches, soit le genre Geobacillus. En effet, les souches F12-
RT-06, F12-RT-08 et F12-BT-02 ont 99% d’identité avec les cinq espéces suivantes :
Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus thermocatenulatus, Geobacillus lituanicus,
Geobacillus stearothermophilus et Geobacillus kaustophilus. Quant aux souches du
groupe 7, elles ont 99% d’identité avec deux espéces bactériennes non officiellement
publiées (Anoxybacillus rupiensis et Anoxybacillus beppuensis) et 98% d’identité avec
une espece connue (Geobacillus tepidamans) tres proche du genre Anoxybacillus. Les
souches F12-RT-101 et F12-RT-102 sont fortement apparentées a Brevibacillus
thermoruber alors que les souches F12-THO-01 et F12-THO-02 ne semblent pas affiliées

avec des especes connues, du moins, pas d’une maniére significative.

Le séquencage a aussi permis de confirmer la composition des groupes. Les souches ont
été séparées en dix groupes selon leur profil obtenu par DGGE; toutefois, cette
répartition, selon le point de vue, pourrait aussi se faire en neuf groupes. En effet, les
souches du groupe 1 (p.ex. F12-RT-011) et celles du groupe 2 (p.ex. F12-RT-03) ont une
trés forte similarit€ de séquences entre elles. Les souches de ces deux groupes sont

affiliées a plus de 99% a Geobacillus pallidus. La seule différence réside au niveau du
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nombre de bandes observées aprés DGGE pour leur ADNr 16S (figure 22 A) : le groupe

1 en comprend deux alors que le groupe 2 en comprend trois.

A partir des résultats du séquengage des genes codant pour I’ARNr 16S des souches
isolées, I’analyse phylogénique des 12 séquences consensus (Appendice A) a permis
d’obtenir I’arbre présenté a la figure 23. Cet arbre comprend des représentants pour neuf
des dix groupes de souches isolées. Il comprend a la fois des séquences d’espéces n’ayant
pas encore €té€ officiellement publiées, comme Anoxybacillus rupiensis, Chelatoccocus
daeguensis et Rhizobiaceae str. M100, ainsi que des séquences d’espéces validement
publiées. Ces dernieres ont été sélectionnées selon leur probable affiliation aux souches
isolées. Une fois recueillie, les séquences ont été alignées et ce sont des fragments
d’environ 1300 pb qui ont servi pour réaliser I’analyse phylogénique. La figure 23 illustre
bien I’affiliation des souches isolées et démontre bien le caractére original des souches
F12-THO-01 et F12-THO-02. Les especes connues et publiées les plus rapprochées de
ces deux souches sont respectivement Bacillus thermoamylovorans (93-94% d’identité)
et Chelatoccocus asaccharovorans (95% d’identité). L’arbre phylogénique de la figure
23 corrobore I’affiliation de la souche F12-THO-01 a la famille des Bacillaceae et fort
probablement au genre Bacillus (en considérant les résultats des banques de données).
Pour la souche F12-THO-02, elle fait certainement partie de 1’ordre des Rhizobiales et

fort probablement de la famille des Beijerinckiaceae.

En ce qui a trait a la souche F12-RT-051, représentante du groupe 3 des souches isolées
(tableau IX), elle faisait partie des souches pour lesquelles le séquencage n’a permis
d’obtenir qu’une séquence partielle (environ 800 pb) du gene codant pour I’ARN
ribosomal 16S. Afin de ne pas diminuer la qualité et la fiabilité de ’analyse phylogénique
des autres souches, la souche F12-RT-051 n’a pas été incluse dans cette analyse. A partir
de la séquence partielle (Appendice B) ainsi que de séquences du géne 16S d’especes
connues et affiliées a la souche F12-RT-051, une autre analyse phylogénique a été
réalisée. Cela a permis d’obtenir I’arbre illustré a la figure 24. Ce sont des fragments
d’environ 800 pb qui ont été utilisés pour conduire cette analyse. Cette derniére est venue

confirmer 1’ affiliation de la souche F12-RT-051 avec Geobacillus toebii (99% d’identité).
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Figure 23. Arbre phylogénique des souches isolées des mini-fermenteurs F1(2) et F8
et des espéces affiliées les plus probables. Voir le tableau IX pour plus de détails sur les
souches. Le gene codant pour I’ARNr 16S a servi d’outil de comparaison. Les nombres
indiqués aux embranchements de 1’arbre représentent le pourcentage de fois ou le
branchement a été obtenu sur un « bootstrap » (réarrangements de séquences) de 1000.
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Geobacillus thermoglucosid asius (AY6 0898 I)

Geobacillus toebii (AF326278)
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— Geobacillus caldoxylosilyticus (AF067651)

Cryptanaerobacter phenolicus (AY327251)
005

Figure 24. Arbre phylogénique de la souche F12-RT-051 isolée du mini-fermenteur
F1(2) et des especes affiliées les plus probables. Le géne codant pour ’ARNr 16S a
servi d’outil de comparaison. Les nombres indiqués aux embranchements de 1’arbre
représentent le pourcentage de fois ou le branchement a été obtenu sur un « bootstrap »
(réarrangements de séquences) de 1000.

3.3.3. Evaluation du potentiel enzymatique des souches isolées

3.3.3.1. Galeries API ZYM de 15 souches

Le potentiel enzymatique de 15 des souches isolées a été évalué avec des galeries API
ZYM (tableau X). Les souches F12-RT-06, F12-BT-02 et F12-RT-07 sont parmi les
souches testées celles qui présentent la plus grande diversité ainsi que la plus forte
intensité au niveau des activités enzymatiques testées. Les trois souches possédent de
fortes activités phosphatase alcaline, estérase (C4), estérase-lipase (C8) et a-glucosidase.
Les souches F12-RT-06 et F12-BT-02 expriment une activité lipase (C14) moyenne ainsi
que de fortes activités phosphatase acide et a-galactosidase. Fait a noter que les souches
F12-RT-06 et F12-BT-02 appartiennent au méme groupe de souches (groupe 4, tableau
VIII), sauf que pour le présent test, la souche F12-BT-02 a été cultivée en conditions
microaérophiles alors que F12-RT-06 1I’a été en aérobie. Globalement, elles expriment le
méme potentiel enzymatique : une certaine variation d’intensité apparait pour quelques
activités (p.ex. [-glucosidase, a-chymotrypsine). Toutefois, la différence est plus
marquée concernant les activités P-galactosidase et B-glucoronidase ou celles-ci ne

semblent pas présentes chez F12-BT-02. Cette méme différence dans la présence ou
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Tableau X. Résultats des galeries API ZYM de 15 souches isolées des mini-
fermenteurs F1(2) et F8. La biomasse utilisée pour réaliser les galeries a été obtenue
selon le protocole décrit a la section 2.3.3.1.

Enzyme testée

Activités détectées

F12-RT-011| F12-RT-03 |F12-BT-041
Phosphatase alcaline Y Vs
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C8) Y 12
Lipase (C14) V2 Va

Leucine arylamidase

Valine arylamidase

%)

F12-RT-051| F12-RT-06 | F12-BT-02 | F12-RT-07

Cystine arylamidase

Va

Trypsine

Va2

a-chymotrypsine

Va

Phosphatase acide

Naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase

a-galactosidase

B-galactosidase

Ya

B-glucuronidase

a-glucosidase

B-glucosidase

Ya

N-acétyl-B-glucosaminidase

Va

Va

Ya

a-mannosidase

a-fucosidase

Enzyme testée

Activités détectées

F12-RT-091[F8-BHCP-011 F8-BHCP-03|F12-RT-101

Phosphatase alcaline

Estérase (C4)

Estérase Lipase (C8)

Lipase (C14)

YVa
Ya

Va

Ya

F12-TT-02 | F12-BT-01 |F12-THO-01|F12-THO-03

Ya

YVa YVa

Leucine arylamidase

Va Ya

YVa Va Ya

Va

Valine arylamidase

Va Va

Cystine arylamidase

Trypsine

YVa Va Va

a-chymotrypsine

Phosphatase acide

Va

Naphtol-AS-BI-
phosphohydrolase

a-galactosidase

B-galactosidase

Va

B-glucuronidase

a-glucosidase

B-glucosidase

V2
Va

Va

V2

YVa Va

Va

Ya

Va

N-acétyl-B-glucosaminidase

a-mannosidase

a-fucosidase

Légende

Aucune activité:
Treés faible activité:
Faible activité:
Acitivité moyenne:
Forte activité:
Tres forte activité:

(0)
(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
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I’absence d’activité enzymatique entre deux souches du méme groupe selon leur
condition de culture (aération) est aussi observée pour les souches des groupes 2 et 6. Les
souches F12-RT-03 et F12-BT-041 font partie du méme groupe (groupe 2) et pourtant, le
potentiel enzymatique exprimé par F12-BT-041, souche cultivée en microaérobie, est
beaucoup plus faible que celui de F12-RT-03, souche cultivée en aérobie. La différence
est moins marquée pour les souches F12-TT-02 et F12-BT-01 du groupe 6, mais elle est

tout de méme notable.

Pour les souches F12-RT-011 et F12-RT-03, deux souches trés semblables a la différence
que F12-RT-03 posséde une bande de plus sur DGGE par rapport 2 F12-RT-011, les
résultats des galeries API ZYM rapportent un profil presque identique. Les souches du
groupe 7 (F12-RT-091, F8-BHCP-011 et F8-BHCP-03), bien qu’elles n’aient pas été
isolées des mémes mini-fermenteurs, ont des activités enzymatiques trés similaires.
Quoique tres faible, les souches F12-RT-091 et F12-TT-02 sont les seules a exprimer une

activité N-acétyl-B-glucosaminidase.

3.3.3.2. Criblage pour une activité lipolytique sur milieux solides

Afin d’évaluer plus en profondeur le potentiel lipolytique des 15 souches testées sur les
galeries API ZYM, ces dernieres ont été criblées selon deux méthodes : la méthode a la
Rhodamine B (avec huiles) et la méthode de précipitation au calcium (avec Tween 80;
formation d’un précipité blanc). Plusieurs milieux de culture différents ont été employés
(voir section 2.3.3.2.). La figure 25, a titre d’exemple, illustre un résultat positif avec la
méthode a la Rhodamine B pour la souche F12-THO-01. Un 1éger signal positif est aussi
détecté pour la souche F12-TT-02. Le tableau XI rapporte les résultats obtenus avec les
deux méthodes de criblage ainsi que le récapitulatif des résultats des galeries API ZYM

par rapport aux activités lipolytiques.
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Figure 25. Photo (UV, A = 365 nm) des souches F12-THO-01, F12-TT-02 et F12-RT-
101. Elles ont été cultivées sur un milieu TSB-agar pH 8,2 comprenant 0,5% d’huile
d’olive et 0,001% Rhodamine B. La gélose a été incubée 24 heures a 60°C.

Tableau XI. Résultats du criblage pour une activité lipolytique chez 15 des souches

isolées.
Résultats galeries apiZYM Méthodes de criblage
Isolats Estérase (C4) L;zt:;a;;) Lipase (C14) Z:glez ';:(:o- :::Z:n::‘;eB

F12-RT-011 5 3 1 - +
F12-RT-03 5 31/2 1 - +
F12-BT-041 2 11/2 1/2 + +
F12-RT-051 4 3 1/2 - +
F12-RT-06 5 5 3 - +
F12-BT-02 5 5 3 - +
F12-RT-07 5 5 1 - +
F12-RT-091 5 41/2 2 - +
F8-BHCP-011 4 4 11/2 - +
F8-BHCP-03 4 31/2 11/2 - +
F12-RT-101 4 4 3 - -
F12-TT-02 3 1 1/2 - +
F12-BT-01 31/2 2 1/2 - +
F12-THO-01 31/2 1 0 - +
F12-THO-02 3 21/2 11/2 - +

Tel qu’observé au tableau X1, la majorité des souches testées ne démontrent pas d’activité

lipolytique avec la méthode de précipitation au calcium alors que c’est tout le contraire

avec la méthode a 1a Rhodamine B. En effet, seule la souche F12-BT-041 a démontré une

activité avec la méthode de précipitation. Ce qui est étonnant, c’est que la souche F12-

110




BT-02 n’ait pas démontré d’activité avec cette méthode, car lors de son isolement, elle
était la seule avec F12-BT-04 (cette désignation inclue F12-BT-041, 042 et 043) a avoir

exprimée une telle caractéristique (section 3.3.1.).

La souche F12-RT-101 est la seule souche dont aucune activité lipolytique n’a été
détectée par ’'une ou I’autre des méthodes de criblage sur milieux solides. Toutefois, les
résultats des galeries API-ZYM suggéraient que des activités estérase et estérase-lipase

fortes ainsi qu’une activité lipase moyenne avaient été observées.

Globalement, les souches semblent posséder un trés bon potentiel estérase et estérase-
lipase; toutefois, en se fiant aux galeries API ZYM, I’activité lipase semble moins
présente. Sur API ZYM, les souches F12-RT-06, F12-BT-02 et F12-RT-101 avaient la
plus forte activité lipase avec une activité d’intensité moyenne (3). Comme les tests sur
milieux solides avec Rhodamine B emploient de 1’huile d’olive, un substrat pour lipase
composé principalement de C18 (versus C14 dans les galeries API ZYM), toutes les

souches isolées et testées, sauf F12-RT-101, semblent démontrer une activité lipase.

3.4. Caractérisation préliminaire des activités lipolytiques de bactéries sélectionnées

Comme il a été mentionné précédemment a la section 2.4., les souches F12-THO-01 et
F12-RT-091 ont été sélectionnées pour une bréve caractérisation de leur activité
lipolytique. Les travaux ont d’abord été effectués avec la souche F12-THO-01 pour
ensuite €tre entrepris avec F12-RT-091. Une attention particuliere a été mise sur la

recherche et la caractérisation d’une activité lipase chez ces deux souches.

3.4.1. Cultures en fioles pour obtenir du surnageant actif

Lors de la premiére série de cultures avec la souche F12-THO-01, deux types de substrats
ont été utilisés pour tenter d’induire la production de lipase : un mélange d’huile d’olive
et de Tween 80 et du Tween 80 seul. En paralléle d’une des fioles contenant de 1’huile,

une fiole identique a été préparée sans toutefois qu’elle soit inoculée. Les deux fioles ont
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été incubées et assez rapidement, dans la fiole non inoculée, une modification de I’huile a
été observée. La densité optique du milieu augmentait. Cela rendait impossible de suivre
la croissance bactérienne par la mesure de la densité optique. Ce phénomene de
modification n’était pas observé avec le Tween 80 comme seul substrat inducteur. C’est

pour cette raison qu’il a été utilisé pour tous les autres essais de cultures.

3.4.2. Tests d’activités lipolytiques a partir des surnageants de cultures

3.4.2.1. Méthode a la Rhodamine B en présence d’huile d’olive

Comme il a été mentionné a la section 2.4.2.1., les tests d’activités lipolytiques sur
milieux solides ont été effectués pour la premiere et la deuxieéme série de cultures de la
souche F12-THO-01. Lors de ces tests, de ’huile d’olive a été utilisée comme substrat

afin de mettre plus en évidence 1’activité lipase de la souche.

Pour la premiere série de cultures, des incubations de plus de 40 heures ont été
effectuées. L’activité des surnageants sur les géloses semblaient indiquer que le
maximum d’activité était atteint apres une vingtaine d’heures. C’est pour cette raison que
les cultures subséquentes, autant pour F12-THO-01 et F12-RT-091, n’ont pas dépassé les
24 heures d’incubation. Lors de ces essais, de I’huile d’olive avait été utilisée pour
induire la production de lipases. Sur les géloses, ’activité des surnageants provenant de
ces fioles ne semblait pas supérieure a celle des surnageants provenant de fioles ol du
Tween 80 a été utilisé comme inducteur. Cette derniére paraissait méme légérement
supérieure dans quelques cas. Cela est venu supporter la décision d’utiliser uniquement

du Tween 80 comme substrat inducteur.

Dans la deuxiéme série de cultures de la souche F12-THO-01, les fioles ont été incubées
pour une période de 24 heures. Les surnageants recueillis aprés un peu plus de cing
heures et 24 heures ont été déposés sur des géloses contenant de la Rhodamine B et de
I’huile d’olive. Des contrdles positif et négatif y étaient aussi déposés. Deux conditions
de pH (7,4 et 8,1) et de température (37°C et 60°C) ont été évaluées. La figure 26 illustre

les résultats obtenus. Plusieurs informations ressortent de cette expérience. Premiérement,
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I’activité est détectée, ce qui confirme son caractere extracellulaire. Une activité est
détectée autant a 37°C qu’a 60°C, suggérant ses propriétés thermophiles. Finalement,
activité semble supérieure a pH 8,1 qu’a pH 7,4 (les halos fluorescents sont plus

étendus).

Figure 26. Photos (UV, A = 365 nm) des surnageants de culture de la souche F12-
THO-01 déposés dans des trous percés dans des géloses Rhodamine B Lipase Agar.
Les surnageants ont été recueillis apres t5, t25 et t24 heures d’incubation de la souche 2
60°C. Les géloses avaient un pH de 7,4 (A et B) ou de 8,1 (C et D) et ont été incubées
pour la nuit a 37°C (A et C) ou 60°C (B et D). Controle négatif : milieu de culture stérile;
Contrdle positif : LIPEX diluée par un facteur 8000.
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3.4.2.2. Méthode par spectrophotométrie

Dans un premier temps, nous avons déterminé la longueur d’onde donnant le maximum
d’absorption du p-nitrophénol (pNP) ainsi que son coefficient d’extinction molaire (g)

dans les conditions ou les tests ont été effectués.

3.4.2.2.1. Détermination du maximum d’absorption du pNP

La longueur d’onde permettant I’absorption maximale du pNP a été déterminée 2 partir
d’une solution 0,11 mM de pNP dans du tampon Tris 50 mM pH 7.5, 0,5% Triton X-100
et 0,05% CaCl,*2H,0. La solution a été incubée a 37°C et soumise 3 un balayage de
longueurs d’onde entre 350 et 450 nm. L’absorption maximale (Amay) a été observée aux
environs de 405 nm (figure 27). Cette derniére valeur a été utilisée pour tous les autres

tests.

Détermination du maximum d'absorption du p-nitrophénol
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Figure 27. Absorbance du p-nitrophénol en fonction de la longueur d’onde. Une
solution 0,11 mM pNP dans du tampon Tris 50 mM pH 7,5, 0,5% Triton X-100 et 0,05%
CaCl,.2H,0 a été utilisée.
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3.4.2.2.2. Courbes d’étalonnage du pNP

Une courbe d’étalonnage a été réalisée pour toutes les conditions dans lesquelles les tests
enzymatiques ont été effectués. A partir de 1’équation de la droite de ces courbes et de la
loi de Beer-Lambert (A = egelec), les différentes valeurs du coefficient d’extinction
molaire (¢) ont ét€ déterminées. Le tableau XII rapporte ces valeurs avec leurs

coefficients de corrélation. Chaque courbe a été effectuée en triplicatas.

Tableau XII. Coefficient d’extinction molaire du p-nitrophénol pour chacune des
conditions expérimentales utilisées.

Conditions expérimentales
(pH, T°, Triton X-100): Tris |Coefficient d'extinction
50 mM. CaCI2.2H20 0,05% |molaire (mM-1 cm-1) (g) | C°¢H- ¢orr- (R2)
pH 7,5 37°C Triton 0% 11,3 0,979
pH 7,5 37°C Triton 0,05% 11,6 0,981
pH 7,5 37°C Triton 0,5% 8,6 0,982
pH 8,5 37°C Triton 0% 15,6 0,974
pH 8,5 37°C Triton 0,05% 17,3 0,993
pH 8,5 37°C Triton 0,5% 17,9 0,988
H 8,5 55°C Triton 0% 16,2 0,999

3.4.2.2.3. Activité enzymatique de la souche F12-THO-01

A partir des surnageants de culture des premiére et deuxieme séries de cultures, des tests
d’activité enzymatique par spectrophotométrie en employant du p-nitrophényl palmitate
(pNPP) ont été effectués. Aucune activité enzymatique (hydrolyse) n’a été détectée. Dans
toutes les conditions testées, seul un léger jaunissement du tampon réactionnel était

observé.

Avec les surnageants de la troisieme série de cultures, d’autres essais ont été tentés : en
plus d’utiliser 2 nouveau le pNPP comme substrat, des tests ont été effectués avec du
pNP-stéarate et du pNP-laurate. Les résultats étaient non concluants : le méme léger
jaunissement était observé. L hypotheése de la présence d’éléments inhibiteurs dans le
tampon réactionnel a été émise. Comme il est peu probable que le calcium soit le

probleme, des essais ont été tentés avec les mémes substrats, mais avec moins de Triton
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X-100 (0,05% et 0% au lieu de 0,5%). De nouveau, aucune activité n’était obtenue. Les
éléments inhibiteurs se retrouvaient peut-étre dans le surnageant, ce qui aurait été peu
probable considérant 1’activité sur gélose (section 3.4.2.1.). Pour tout de méme tester
cette hypothese, un essai a été fait avec de la LIPEX, une lipase commerciale, diluée dans
du surnageant de culture et en utilisant le pNPP comme substrat. La figure 28 illustre les

résultats obtenus.

LIPEX diluée 1 dans 10 000 avec ou sans
surnageant de culture
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Figure 28. Activité enzymatique vis-a-vis du pNPP de la LIPEX avec ou sans
surnageant de culture de la souche F12-THO-01. Le surnageant provient d’une culture
de 24 heures dans du milieu NB/YE contenant du Tween 80. Les conditions
réactionnelles sont : tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5, 0,5% Triton X-100 et 0,05%
CaCl,.2H,0, 37°C. La LIPEX a été diluée par un facteur de 10 000 dans le surnageant de
culture ou dans de 1’eau milli-Q.

A partir du calcul de la pente maximale et du coefficient d’extinction molaire approprié,
’activité de la LIPEX seule a été définie a 14,65 nmol/min-mL alors qu’en présence de
surnageant, elle était de 9,91 nmol/min-mL. Cela correspond a une diminution d’activité
d’un peu plus de 30%, mais est-ce suffisant pour qu’aucune activité lipase ne soit
détectée dans les surnageants? Des interrogations ont été soulevées concernant la
présence d’une activité lipase dans les surnageants. Et s’il s’agissait plutdt d’une activité

estérase.
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Des essais, avec différentes concentrations de Triton X-100, ont été effectués avec du
pNP-butyrate (pNPB) comme substrat. La figure 29 illustre ces résultats. Une activité
estérase a bel et bien été détectée. Pour des concentrations de 0%, 0,05% et 0,5% de
Triton X-100 dans le tampon réactionnel, I’activité a été définie respectivement a 3,30,

2,62 et 2,21 nmol/min-mL. L’effet inhibiteur du Triton X-100 a aussi été observé.

Activité du surnageant de culture de la
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Figure 29. Activité enzymatique vis-a-vis de pNPB du surnageant de culture de la
souche F12-THO-01. Le surnageant provient d’une culture de cinq heures dans du
milieu NB/YE contenant du Tween 80. Les conditions réactionnelles sont : tampon Tris-
HC1 50 mM pH 7,5, 0,05% CaCl,*2H,0, 37°C. Trois concentrations de Triton X-100 ont

été testées.

Comme I’activité estérase semblait faible, les surnageants ont été concentrés avec des
mini-colonnes (voir section 2.4.1.3.) avant de faire d’autres tests enzymatiques. Les
tableaux XIII, XIV et XV rapportent respectivement les résultats obtenus pour le suivi

des fioles selon le temps d’incubation, I’effet du Triton X-100 et I’effet du pH.
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Tableau XIII. Suivi des cultures en fioles de la souche F12-THO-01 dans le temps.

Milieux de culture Temps (h) DO (600 nm) Activité* (nmol/min-mL)
NBYE 5 0,217 2,33
TSB 2,36 3,52
NBYE o4 1,52 3,15
TSB 1,86 4,89

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris

50 mM pH 7,5 + 0,05% CaCl2:2H20 sans Triton X-100 a 37 C.

Tableau XIV. Effet du Triton X-100 sur P’activité d’hydrolyse du pNP-butyrate du
surnageant de culture de F12-THO-01. Le surnageant provient d’une culture de 24

heures dans du milieu TSB contenant du Tween 80.

% Triton X-100 Activité* (nmol/min-mL)
0,5 2,31
0,05 3,26
0 4,89

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par
hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris 50 mM pH
7,5 + 0,05% CaCl2-2H20 a 37 °C.

Tableau XV. Effet du pH sur ’activité d’hydrolyse du pNP-butyrate du surnageant
de culture de F12-THO-01. Le surnageant provient d’une culture de 24 heures dans du
milieu TSB contenant du Tween 80.

pH Activité* (nmol/min-mL)
7,5 4,89
8,5 14,61

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par
hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris 50 mM +
0,05% CaCl2-2H20 sans Triton X-100 a 37 °C.

De ces résultats, nous observons que le fait d’avoir concentré les surnageants ne semble
pas avoir augmenté I’activité. Ainsi, I’activité du surnageant provenant du milieu NB/YE
apres cinq heures d’incubation en fonction du pNPB dans un tampon a pH 7,5 sans Triton
avant concentration était de 3,30 nmol/min-mL alors qu’aprés concentration, elle était de
2,33 nmol/min-mL. Avec les deux milieux de culture, I’activité est plus forte apres 24
heures d’incubation qu’apres cinq heures (tableau XIII). L’activité est wussi plus forte
dans les surnageants provenant des cultures faites dans du milieu TSB. Le Triton X-100 a
toujours un effet inhibiteur sur I’activité enzymatique ol 1’on observe une baisse de 50%

de T’activité en présence d’une concentration de 0,5% (tableau XIV). L’activité est pres
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de trois fois supérieure a pH 8,5 qu’a pH 7,5 (tableau XV). Finalement, avec les
surnageants concentrés, des tests ont été refaits avec des substrats a plus longues chaines

(pNPP et pNPS) et aucune activité lipase n’a été détectée.

3.4.2.2.4. Activité enzymatique de la souche F12-RT-091

Dans la recherche d’une activité lipase, nos efforts se sont dirigés vers une autre souche,
soit la souche F12-RT-091. Des essais de production ont été réalisés avec les mémes
milieux de culture, mais aussi avec un milieu R2A sans agar. Aucune activité lipase
(pNPP, pNPS et pNPL) ni estérase (pNPB) n’a été détectée a partir des surnageants de
culture provenant du milieu R2A. Pour les deux autres milieux (TSB et NB/YE), aucune
activité d’hydrolyse n’a été détectée avec les substrats a longues chaines (pNPP, pNPS et
PNPL): seul un léger jaunissement était observé. Toutefois, une activité estérase (pNPB)
a €té détectée dans les deux types de surnageants. Les tableaux XVI, XVII, XVIII et XIX
rapportent respectivement les résultats obtenus pour le suivi de I’activité selon le temps
d’incubation des fioles, ainsi que I’effet du Triton X-100, du pH et de la température sur

I’activité.

Tableau XVI. Suivi des cultures en fioles de la souche F12-RT-091 dans le temps.

Milieux de culture Temps (h) DO (600 nm) Activité* (nmol/min-mL)
NBYE 4 2,74 4,71
TSB 0,819 8,30
NBYE 8 2,26 6,42
TSB 2,53 9,31
NBYE o4 0,538 7,22
TSB 1,25 11,30

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris
50 mM pH 8,5 + 0,05% CaCl2:2H20 sans Triton X-100 a 37 °C.
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Tableau XVII. Effet du Triton X-100 sur I’activité d’hydrolyse du pNP-butyrate du
surnageant de culture de F12-RT-091. Le surnageant provient d’une culture de 24
heures dans du milieu TSB contenant du Tween 80.

% Triton X-100 Activité* (nmol/min-mL)
0,5 7,38
0,05 9,91
0 11,30

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par
hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris 50 mM pH
8,5 + 0,05% CaCl2-2H20 a 37 °C.

Tableau XVIII. Effet du pH sur DPactivité d’hydrolyse du pNP-butyrate du
surnageant de culture de F12-RT-091. Le surnageant provient d’une culture de huit
heures dans du milieu TSB contenant du Tween 80.

pH Activité* (nmol/min-mL)
7,5 3,10
8,5 9,31

* L'activité des surnageants de culture est déterminée par
hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris 50 mM +
0,05% CaCl2-2H20 sans Triton X-100 a 37 °C.

Tableau XIX. Effet de la température sur I’activité d’hydrolyse du pNP-butyrate du
surnageant de culture de F12-RT-091. Le surnageant provient d’une culture de 24
heures dans du milieu TSB contenant du Tween 80.

Température (°C) | Activité* (nmol/min-mL)
37 11,30
55 20,43
* L'activité des surnageants de culture est déterminée par
hydrolyse de pNP-butyrate dans un tampon Tris 50 mM pH
8,5 + 0,05% CaCl2:2H20 sans Triton X-100.

Comme dans le cas de la souche F12-THO-01, I’activité estérase de la souche F12-RT-
091 augmente avec le temps d’incubation et ce pour les deux milieux de culture (tableau
XVI). L’activité est plus élevée dans les surnageants provenant des cultures faites dans du
milieu TSB. Le Triton X-100 inhibe aussi I’activité estérase de la souche F12-RT-091 o
une baisse de 35% de son activité est observée en présence de 0,5% Triton X-100
(tableau XVII). L’activité est 3 fois plus élevée a pH 8,5 qu’a pH 7,5 (tableau XVIII) et
elle est définitivement thermophile avec une augmentation de son activité de presque

deux fois a 55°C comparativement a 37°C (tableau XIX).
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Chapitre 4. DISCUSSION

4.1. Enrichissement et suivi de neuf microflores bactériennes aérobies thermophiles

4.1.1. Impact de la source de carbone sur la diversité bactérienne des

enrichissements

Les divers enrichissements ont été effectués en fonction de différentes sources de carbone
dans le but de stimuler I’implantation d’une biomasse spécifique et spécialisée dans la
dégradation de chaque substrat. Globalement, la diversité bactérienne résultante des
enrichissements semble bel et bien différente selon la source de carbone utilisée.
Toutefois, certaines similitudes sont observées entre les profils obtenus par DGGE des
populations présentes dans les mini-fermenteurs. Un lien peut méme étre soulevé entre
ces similitudes et la nature des substrats employés. Par exemple, il y a des éléments
communs entre ’extrait de viande utilisé pour I’enrichissement du F1 et la gélatine du
F5, de méme qu’entre le son de blé du F2 et la chitine du F4. En effet, les deux premiers
réacteurs contenaient des protéines en quantité importante ce qui impliquait, dans les
deux cas, I’enrichissement de bactéries productrices de protéases. De la méme maniere, la
biomasse présente dans le F2 doit étre capable de dégrader les sucres et I’élément de base
de la chitine est un sucre aminé et acétylé (N-acétylglucosamine). Cela peut expliquer en
partie les similitudes observées entre les profils sur les gels de DGGE de F1 et F5 d’une
part, et entre F2 et F4 d’autre part. Malgré des ressemblances, des différences sont aussi
marquantes entre les populations des divers mini-fermenteurs. La lignine (F3),
comportant des composés phénoliques, semble avoir stimulée 1’implantation d’une
biomasse unique. En dépit d’une nature comparable entre le mélange d’huiles de canola
et de palme et le mélange d’huile d’olive et de Tween 80, les populations bactériennes

des F8 et F2(2) sont largement différentes de celles du F1(2).

Le méme constat de similitudes et de différences apparait dans les résultats des galeries
API ZYM de la biomasse des mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5. La biomasse du F2
se démarque toutefois des autres avec un potentiel enzymatique en apparence plus
diversifié et dont les activités semblent plus intenses par rapport a celles des autres

biomasses. Il faut cependant étre prudent dans I’interprétation de ces résultats, car ces
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derniers sont grandement influencés par les conditions dans lesquelles les tests ont lieu.
Par exemple, les conditions dans lesquelles la biomasse a été produite, le pH et les
tampons réactionnels ont une influence certaine sur les résultats des galeries API ZYM.
Par contre, cela donne un apercu du potentiel enzymatique de la biomasse enrichie dans

chacun de ces mini-fermenteurs.

Comme il a été mentionné précédemment, des galeries API ZYM n’ont pas été réalisées
pour la biomasse des mini-fermenteurs F8, F1(2) et F2(2) en raison de la présence
d’huile. Pour les effectuer, il aurait fallu séparer la biomasse de I’huile présente dans le
milieu de culture. La centrifugation des cultures ne permettait pas de séparer
efficacement la biomasse de I’huile et de I’émulsion formée. Des essais de séparation
auraient pu étre faits avec des solvants tels que ceux utilisés pour 1’extraction de I’ADN
génomique total provenant de la biomasse de ces mini-fermenteurs (section 2.2.2.2.1.).
Toutefois, I’utilisation de ces solvants aurait affecté la viabilité des bactéries présentes et
ainsi perturber I’expression des enzymes. Il aurait fallu mettre au point une technique de

séparation efficace et plus douce pour les cellules.

4.1.2. Enrichissements en fonction des lipides

Comme 1’un des objectifs de ce travail de maitrise est d’isoler et de caractériser des
bactéries thermophiles ayant un potentiel lipolytique, une attention particuliere a été
portée sur les enrichissements en fonction de lipides (F6, F8, F1[2] et F2[2]). Le choix
des huiles a été fait selon leur composition en acides gras et la diversité dans la
distribution des acides gras a I'intérieur des triglycérides. Initialement, les huiles de
canola et de palme ont été sélectionnées en raison de la grande diversité de leur
composition. Le but était de stimuler I’implantation de biomasses dont le potentiel global
de dégradation des lipides soit le plus grand possible, c’est-a-dire que les enzymes

produites par les bactéries aient la plus large spécificité du substrat possible.

Comme il a été mentionné a la section 3.2.2., I’élément qui a probablement eu le plus

d’impact sur les enrichissements en fonction du mélange d’huiles de canola et de palme
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est certainement le protéose peptone. Au début de I’enrichissement, le milieu de culture
du F6 qui ne contenait pas de peptone avait une apparence blanc-beige malgré la présence
d’huile de palme qui donnait une couleur orangée  la source de carbone. Le milieu de
culture du F8, quant a lui, avait une coloration orangée, mais avec le temps, un léger
changement vers le blanc-beige pouvait étre observé. Toutefois, une accumulation d’huile
en surface du milieu de culture a été remarquée, ce qui n’était pas le cas dans le F6.
L’hypothese a alors été émise que c’était peut-étre dii a la présence de protéose peptone;
il y avait peut-étre une consommation préférentielle du protéose peptone par les bactéries.
En se basant sur cette hypothése, la concentration de protéose peptone dans le F8 a été
diminuée au cycle 14. L’huile a semblé étre plus dégradée, car il y avait formation d’une
phase hydrophobe visqueuse dans le milieu de culture. La situation était devenue
similaire au F6, il restait un peu d’huile non dégradée en surface, mais beaucoup moins
qu’avant la diminution de la quantité de protéose peptone. Provoqué par le grillage de
I’élément chauffant du F6 au cycle 17, les mini-fermenteurs F6 et F8, étant jusqu’alors
des mini-fermenteurs a agitation par circulation d’air, ont été changés pour des mini-
fermenteurs a agitation mécanique. Le but était de favoriser un meilleur mélange
(agitation), car le milieu de culture était non homogene, la phase hydrophobe prenait de
I'ampleur. Ce changement a été plutot positif. Néanmoins, lors du prélevement
d’échantillons a Ia fin des cycles, la quantité de biomasse présente dans le F8 semblait
diminuer de cycle en cycle depuis le cycle 14. Au cycle 21, la concentration de protéose
peptone a €t€ augmentée de nouveau afin de favoriser la croissance des bactéries

présentes.

Parallelement, il était impossible d’extraire de ’ADN a partir du F6. Les résultats
d’analyse par PCR et DGGE sont venus confirmer 1’absence probable de biomasse dans
ce mini-fermenteur. Il manquait certainement un élément nutritif essentiel dans le milieu
de culture du F6 afin de permettre I’implantation d’une biomasse viable. Le protéose
peptone fournissait probablement cet ou ces éléments dans le F8, car aussitét que sa
concentration a été diminuée, la quantité de biomasse présente a commencé a décroitre.

Le fait que les bactéries thermophiles aient parfois des besoins nutritifs particuliers voire
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méme essentiels (p.ex. vitamines, certains acides aminés) a déja été rapporté dans la

littérature (Siiriicii, 1999).

Les changements d’apparence observés dans le milieu de culture du F6 étaient
probablement liés plus a un phénomeéne abiotique de modification de I’huile qu’a une
modification biologique. Cette modification a potentiellement eu un impact sur
I’implantation durable de bactéries dans ce mini-fermenteur. Dans des conditions de
culture thermophiles, il a déja été rapporté des cas ol une modification chimique
d’éléments du milieu de culture a eu un effet inhibiteur sur la croissance de bactéries
thermophiles (Kim et Lee, 2003; Park et al., 2001). II faut garder en téte que I’huile de
palme est une huile non raffinée, probablement pleine d’impuretés. Il est aussi possible
qu’avec le temps, la chaleur ait entrainé I’oxydation des huiles, libérant ainsi des
molécules au potentiel inhibiteur pour la croissance de bactéries thermophiles. Par
exemple, Becker et Mirkl (2000) ont observé qu’une accumulation d’acide oléique dans
le milieu de culture au-dela d’un certain niveau meéne a une inhibition compléte de la
croissance de Bacillus thermoleovorans THI-91. L’accumulation d’huile (riche en acide
oléique) dans les mini-fermenteurs a peut-étre favorisé ce phénomeéne. Il aurait fallu
diminuer la quantité d’huile ajoutée lors des alimentations. L’impact a cependant été
nettement moins prononcé sur I’enrichissement du F8, le protéose peptone, en plus de
jouer un rdle nutritif, a peut-€tre joué un role d’antioxydant dans le milieu de culture,
empéchant ainsi la libération ou la formation de molécules néfastes pour la croissance des

bactéries.

En raison de I’échec du F6 et de la perte de diversité entrainée par les modifications de la
concentration de protéose peptone dans le F8, les enrichissements du F1(2) et du F2(2)
avaient été entrepris. Evidemment, le milieu de culture de ces deux enrichissements a été
supplémenté avec du protéose peptone. Le F2(2) était une reprise du F8, mais au cas ou la
diversité de la flore bactérienne serait faible ou que 1’huile de palme ait un impact négatif
sur les bactéries, un mélange d’huile d’olive et de Tween 80 a été utilisé pour
I’enrichissement du F1(2). L’utilisation de ces substrats est trés répandue dans la
littérature (Abdel-Fattah, 2002; Fakhreddine et al., 1998; Handelsman et Shoham, 1994).
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4.1.3. Conditions d’enrichissement des microflores bactériennes

Les enrichissements ont été réalisés en cuvées alimentées séquentielles (« sequencing
fed-batch ») dont les cycles étaient de 72 heures. Les divers enrichissements ont eu des
durées variables. Aprés I’analyse des profils de migration sur gels par DGGE des
microflores enrichies, il apparait que la durée des enrichissements aurait pu étre
raccourcie de plusieurs cycles dans la majorité des cas. Pour cela, il aurait fallu faire un
suivi par DGGE des microflores plus serré dans le temps, cela aurait permis de visualiser
que la diversité bactérienne présente dans les mini-fermenteurs s’était stabilisée assez
rapidement dans le temps. Moins d’une dizaine ou d’une douzaine de cycles auraient été
suffisants pour faire les divers enrichissements. Cela aurait aussi permis de réduire les
possibilités d’incidents (p.ex. pannes de courant, coupure d’aération, problemes de
contrdle de pH) et minimiser leurs impacts sur les populations bactériennes présentes.
Seules les populations des F1 et F5 semblent avoir bien résisté aux fluctuations des

conditions de culture occasionnées par les incidents subis durant I’enrichissement.

Concernant la stratégie de contrdle du pH et de la température, leurs valeurs étaient
variables dans le temps a I’intérieur d’'un méme cycle. L’objectif était de favoriser
I’implantation de biomasses bactériennes les plus diversifiées possibles, c’est-a-dire
d’obtenir différentes bactéries croissant a des pH variant de 7,0 a 8,5 et a des
températures variant de 50 a 70°C. En regardant les résultats des analyses par DGGE du
suivi de I’évolution de la diversité bactérienne dans le temps a I’intérieur d’un méme
cycle pour les mini-fermenteurs F1, F2, F3, F4 et F5 (figure 21), il pourrait étre facile de
penser que, en raison de la relative stabilité des populations bactériennes présentes a
I’intérieur d’un cycle (mise a part I’intensité des bandes), les conditions de pH et de
température auraient pu €tre maintenues a des valeurs intermédiaires (p.ex. pH 7,7 et
60°C). Les diversités bactériennes présentes s’étaient stabilisées depuis plusieurs cycles
et rien ne permet d’affirmer que les mémes populations bactériennes se seraient établies
si les conditions de pH et de température avaient été maintenues a des valeurs fixes

comme 7,7 et 60°C, respectivement. Par exemple, il y a peut-tre des bactéries qui ne
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croissent qu’a des températures supérieures a 65°C ou a un pH plus alcalin, celles-ci ne se
seraient pas implantées d’une maniere durable dans les mini-fermenteurs. Dans de futurs
travaux, il serait intéressant de comparer les deux stratégies d’enrichissement (conditions
variables versus conditions constantes). Il faut aussi tenir compte du fait que des
conditions de variation contr6lée de pH et de température comme celles utilisées pour les
présents enrichissements sont de nature a favoriser l'implantation de populations
microbiennes porteuses d'activités enzymatiques a plus large spectre de pH et de

température. Or, ce type d'enzymes est trés avantageux dans une perspective

d'applications industrielles.

Pour T’enrichissement du F1(2), le pH et la température étaient maintenus constants
respectivement a 8,2 et 65°C pour toute la durée des cycles. Comme la source de carbone
employée pour cet enrichissement (mélange d’huile d’olive et de Tween 80) était
différente de celle employée pour I’enrichissement du F2(2) (mélange d’huiles de canola
et de palme), il serait inapproprié de comparer I’impact des deux stratégies de contrble du

pH et de 1a température sur I’évolution de leur flore bactérienne respective.

Un élément qui n’a presque pas été abordé jusqu’a maintenant et qui a surement eu un
impact surtout sur les enrichissements en présence des lipides (des huiles) est I’aération.
Plusieurs publications font mention de I’importance de 1’aération pour la production de
lipases par des microorganismes (Becker et al., 1997; Chen et al., 1999; Gupta et al.,
2004; Stransky et al.,, 2007). L’aération n’est pas seulement importante pour la
production de lipases, mais aussi pour obtenir une bonne croissance des bactéries. Becker
et al. (1997), qui étudiaient la production de lipase par Bacillus thermoleovorans THI-91,
ont déterminé qu’une forte capacité d’aération du fermenteur est primordiale quand des
huiles sont utilisées comme source de carbone et d’énergie. Cela est dii principalement au
contenu réduit en oxygene des acides gras composant I’huile d’olive, par exemple,
comparativement au contenu en oxygeéne de la molécule de glucose. Pour les
enrichissements en présence des lipides, il aurait été intéressant d’utiliser des sondes pour
suivre la quantité d’oxygene dissous dans les milieux de culture. Cela aurait pu permettre

d’assurer une disponibilité constante et appropriée de 1’oxygene dans le milieu pour les
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bactéries. Comme Chen et al. (1999) I’ont rapporté, c’est davantage le taux de transfert
d’oxygene (OTR, «oxygen transfert rate ») qui est déterminant pour la croissance
cellulaire et la production de lipase que la concentration d’oxygene dissous, mais comme
I’objectif ici était simplement d’enrichir et non une production optimale, le suivi de
I’oxygene dissous aurait été suffisant pour avoir un bon apercu de la situation. Les
enrichissements des F8, F1(2) et F2(2) auraient peut-étre été différents si la quantité
d’oxygene dans les bioréacteurs avait été mesurée et maintenue A une concentration
optimale pour les microorganismes aérobies. Cela dit, étant donné la faible taille des
fermenteurs et I'intensité de 1'aération dans ceux-ci, il serait trés surprenant que la vitesse
de transfert d'oxygene n'ait pas été suffisante pour combler la vitesse de consommation

d'oxygene.

4.2. Isolement et caractérisation de bactéries ayant des activités lipolytiques
4.2.1. Isolement de bactéries

L’isolement de bactéries a été réalisé a partir d’aliquotes provenant des mini-fermenteurs
F8 et F1(2), deux enrichissements effectués en fonction de sources de lipides. Comme
I’objectif était d’isoler des bactéries ayant un potentiel lipolytique, I’isolement a été
combiné au criblage. Deux méthodes ont été utilisées : la méthode avec de la Rhodamine
B (huile d’olive) et la méthode de précipitation au calcium (Tween 80). Au début, la
méthode avec de la Rhodamine B a présenté quelques problemes liés a la présence
d’huile. C’est pour cela que I’accent a davantage été mis sur I’emploi de I’autre méthode
de criblage, bien que moins sensible. Pourtant, Li et Zhang (2005) ont rapporté avoir
utilisé 1la méthode de la Rhodamine B avec de 1’huile d’olive pour isoler une bactérie
lipolytique, Geobacillus sp. TW1, aprés enrichissement. Le fait d’incuber les géloses a
I’endroit a permis de pallier a plusieurs des problémes de croissance rencontrés. L’ajout
d’agents émulsifiants, telles que la 1écithine ou la gomme arabique, aurait peut-étre pu

stabiliser I’émulsion.

Deux éléments ont peut-€tre limité le nombre de souches qui ont été isolées : le pH des

milieux de culture (~8,2) et la température d’incubation des géloses (60°C). Des
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restrictions de temps ont empéché de tester d’autres conditions d’isolement. Cela aurait
peut-€tre permis d’isoler plus de souches a partir du F8 ou du F2(2), les présentes

conditions favorisant davantage 1’isolement a partir du F1(2) dont les conditions

d’enrichissement étaient semblables au niveau du pH.

Le fait que dans certains cas, I’isolement des souches était réalisé a partir d’inoculums
des mini-fermenteurs qui étaient faiblement dilués avant leur étalement sur milieu solide
souleve quelques interrogations. En était-il ainsi en raison de la faible quantité de
biomasse présente dans les mini-fermenteurs ou encore les conditions de culture pour
I’isolement n’étaient-elles pas adéquates pour le type de microorganismes présents? Dans
I’éventualité de la faible quantité de biomasse présente, cela raméne I’hypothése d’un
manque au niveau de I’aération ou de I’accumulation d’éléments inhibiteurs pour la
croissance bactérienne. Le fait que huit des souches bactériennes isolées 1’ont été en
conditions microaérophiles supporte 1’idée d’une insuffisance au niveau du transfert
d’oxygene dans le milieu de culture, surtout qu’une des souches (F12-THO-02) ne croit
qu’exclusivement en conditions microaérophiles. Toutefois, si les conditions du
fermenteur avaient été globalement microaérophiles, cela impliquerait qu'il y avait une
biomasse trés abondante qui assimilait tellement de lipides que ses besoins en oxygene
dépassaient la vitesse de transfert. Or, la biomasse n'était pas abondante. Par contre, la
présence d'une phase huileuse dispersée dans la phase aqueuse peut avoir créé un milieu
hétérogene avec de petites zones peu aérées, par exemple, une interface eau-huile coincée
entre plusieurs gouttelettes d'huile. I est aussi fort probable que les conditions
d’isolement n’étaient pas adéquates et ce, malgré I’éventail de milieux de culture
employés. Il est possible que certaines des bactéries présentes ne peuvent croitre seules,
qu’elles aient besoin d’un élément quelconque libéré dans leur milieu par une autre
bactérie. Rhee et al. (2002; Rhee et al., 2000) ont rapporté un cas de commensalisme
obligatoire entre une souche thermophile Gram négative (SC-1) et une souche
thermophile de Bacillus (SK-1). Les auteurs ont suggéré que les facteurs de croissance
libérés par la souche SK-1 pourraient étre des protéines. Ces difficultés de culture
soutiennent le potentiel de 1’approche métagénomique de recherche d’enzymes. Malgré

tout, un total de 34 souches bactériennes ont été isolées en cultures pures.
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4.2.2. Affiliation des souches isolées

L’analyse par PCR-DGGE du gene codant pour I’ARN ribosomal 16S des souches
isolées a permis de regrouper les 34 souches bactériennes en dix groupes. Le profil de
migration de la majorité des souches est caractérisé par la présence de plusieurs bandes
(plus de trois, dans certains cas). Normalement, une seule bande devrait caractériser une
souche pure. Toutefois, Niibel et al. (1996) ont rapporté le cas d’une culture pure de
Paenibacillus polymyxa ou un patron de migration par TGGE (« Temperature Gradient
Gel Electrophoresis ») de dix bandes caractérisait les genes codant pour I’ARNr 16S de
cette bactérie. En fait, P. polymyxa posséde plusieurs copies différentes de son geéne
codant pour I’ARNr 16S. Villemur et al. (2007) ont, quant a eux, rapporté le cas de huit
souches de Desulfitobacterium qui possédaient une hétérogénéité dans leurs copies du
gene codant pour PARNr 16S. Chaque souche avait un patron de migration sur gel de
DGGE composé de deux a sept baides. Ces hétérogénéités étaient causées par des

insertions de 100 a 200 pb dans la région 5’ du gene codant pour I’ARNr 16S.

II est possible que ce soit le cas pour les souches isolées ici. Pour s’en assurer et, par le
fait méme, confirmer la pureté des souches, il faudrait procéder au clonage des produits
PCR du géne codant pour ’ARNr 16S de chaque souche et les faire séquencer
individuellement. Plusieurs informations pourraient en étre tirées. Par exemple, cela
permettrait d’expliquer la présence de la troisieme bande dans le profil du groupe 2 (p.ex.
souche F12-RT-03) alors que les deux autres sont partagées avec le groupe 1 (p.ex.
souche F12-RT-011). Dans le cas du groupe 4, les problemes de séquengage du coté 5’
du gene codant pour I’ARNr 16S laissent a penser qu’il y aurait vraiment la présence de
copies multiples du gene. En effet, un décalage et du chevauchement dans la lecture des
nucléotides sur le chromatogramme du séquencage ont été observés. Le séquengage
séparé des différentes copies permettrait surement de cerner davantage 1’espece
bactérienne a I’intérieur du genre Geobacillus a laquelle les souches F12-RT-06, F12-RT-

08 et F12-BT-02 appartiennent.
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Dans le cas des souches isolées a partir du mini-fermenteur F1(2) et dans une moindre
mesure celles provenant du F8, elles ne représentaient pas les espéces dominantes
caractérisant la microflore de ces mini-fermenteurs. Le fait que les espéces dominantes
n’aient pas été isolées en cultures pures représente un attrait intéressant pour 1’approche

métagénomique.

Le séquencage du géne codant pour I’ARNr 16S des souches isolées a permis de faire
Iaffiliation de ces derniéres avec un genre bactérien et/ou une espéce bactérienne.
L’analyse phylogénique des séquences obtenues a permis de confirmer les résultats
obtenus 2 partir des banques de données. Les souches du groupe 1 et 2 sont affiliées a
plus de 99% a Geobacillus pallidus. A 1’origine, Bacillus pallidus a été isolé d’eaux usées
ayant subies un traitement thermophile (Scholz et al., 1987). En 2004, sur des bases
d’analyses moléculaires, B. pallidus a été renommé G. pallidus (Banat et al., 2004). Les
souches du groupe 3 sont affiliées (plus de 99% d’identité) & Geobacillus toebii dont la
souche type SK-1 a été isolée de compost de foin provenant d’une ferme en Corée (Sung
et al., 2002). C’est cette méme souche qui démontrait une interaction commensale avec la
bactérie thermophile Gram négative Symbiobacterium toebii SC-1 (Rhee et al., 2002;
Rhee et al., 2000). Les analyses phylogéniques des souches du groupe 4 ont permis de
définir qu’elles sont du genre Geobacillus mais non Despéce a laquelle elles
appartiennent. Il est simplement possible d’affirmer qu’elles sont affiliées 2 99% avec les
cinq especes suivantes : G. thermoleovorans, G. thermocatenulatus, G. lituanicus, G.
stearothermophilus et G. kaustophilus. Concernant G. thermoleovorans, G. kaustophilus
et G. thermocatenulatus, leur similarité est tellement grande qu’il a méme été proposé de
les combiner sous la méme espece (G. thermoleovorans) (Sunna et al., 1997). Avant
2001, G. thermoleovorans, G. thermocatenulatus, G. stearothermophilus et G.
kaustophilus faisaient partie du genre Bacillus, mais avec 1’isolement de Geobacillus
subterraneus et Geobacillus uzenensis, le genre Geobacillus a été défini (Nazina et al.,
2001). G. lituanicus a, quant a elle, été isolée en 2004 d’un champ pétrolifere en Lituanie
(Kuisiene et al., 2004). Les souches des groupes 5 et 6 ont plus de 99% d’identité avec G.
thermodenitrificans (Manachini et al., 2000; Nazina et al., 2001) et G. debilis (Banat et

al., 2004), respectivement. Particularité intéressante, G. debilis a été isolée d’un
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€chantillon de sol, un environnement froid par opposition aux conditions thermophiles

requises pour sa croissance (Banat et al., 2004).

Comme V’illustre 1’arbre phylogénique de la figure 23, les souches du groupe 7 sont plus
pres génétiquement d’Anoxybacillus rupiensis que de Geobacillus tepidamans. Le genre
Anoxybacillus est un genre relativement nouveau. C’est en 2000 que la premiére espéce
du genre, Anoxybacillus pushchinoensis, a été décrite (Pikuta et al., 2003; Pikuta et al.,
2000). Initialement, le genre avait été décrit comme regroupant des bactéries anaérobies
strictes, mais en 2003, elles ont été redéfinies comme anaérobies aérotolérantes ou
anaérobies facultatives (Pikuta et al., 2003). En 2007, une souche d’A. rupiensis a été
isolée en Bulgarie (Derekova et al., 2007). Le fait que de telles souches aient été isolées
des mini-fermenteurs F8 et F1(2) supporte une fois de plus la possibilité que 1’aération ait
pu étre un facteur limitant dans ces enrichissements. Anoxybacillus beppuensis n’a pas
€té incluse dans I’analyse phylogénique, car elle est trés proche d’A. rupiensis et que
seule cette dernicre a fait ’objet d’une publication (Derekova et al., 2007). Comme le
genre Anoxybacillus est relativement récent et que peu de travaux ont été effectués sur
ces bactéries, il serait intéressant de caractériser davantage ces souches pour leur capacité
de production d’enzymes thermostables ayant un potentiel pour des applications

industrielles.

Les souches du groupe 8 seraient apparentées a 1’espéce Brevibacillus thermoruber,
toutefois, cette bactérie possederait un pigment typique rouge (Manachini et al., 1985;
Shida et al., 1996; Shida et al., 1997), ce qui n’a pas été observé lors de I’isolement des
souches de ce groupe. D’un point de vue phénotypique, les souches du groupe 8
s’apparenteraient davantage a Brevibacillus invocatus (Logan et al., 2002) et
Brevibacillus levickii (Allan et al., 2005) dont les colonies n’ont pas ce pigment rouge,

mais plutdt une couleur créeme et 1égerement jaunitre comme les souches isolées.

Les souches des groupes 9 (F12-THO-01) et 10 (F12-THO-02) sont originales d’un point
de vue phylogénique, il pourrait bien s’agir de nouvelles espéces, voire d’un nouveau

genre bactérien dans le cas du groupe 10. D’apres les banques de données, 1’affiliation la
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plus probable des souches F12-THO-01 et F12-THO-02 avec des espéces connues et
publiées se ferait avec B. thermoamylovorans et Chelatoccocus asaccharovorans,
respectivement. La souche F12-THO-01 n’a toutefois que 93-94% d’identité avec B.
thermoamylovorans et la souche F12-THO-02, 95% avec C. asaccharovorans. Cette
distance phylogénique est supportée par I’analyse rapportée a la figure 23, ce qui porte a
confirmer 1’originalité de ces souches. Certains éléments distancent les souches isolées de
ces especes connues. Selon Combet-Blanc et al. (1995), un pH de 8,5 et une température
de 58°C représentent les conditions limites pour la croissance de B. thermoamylovorans,
une bactérie anaérobie facultative, alors que la souche F12-THO-01 croit trés bien en
aérobie a pH 8,2 et 60°C. C. asaccharovorans est une bactérie mésophile aérobie stricte
(Auling et al., 1993) tandis que la souche F12-THO-02 croit a 60°C et dans des
conditions microaérophiles uniquement. Ce dernier point ramene encore la question de
I’aération dans les mini-fermenteurs enrichis en fonction des lipides. Cependant, un lien
existe tout de méme entre la souche F12-THO-02 et C. asaccharovorans, cette derniére
est connue pour utiliser le nitrilotriacétate (NTA) comme substrat (Auling et al., 1993) et
le milieu de culture employé pour faire les enrichissements (section 2.1.1.), contenait
aussi de 1’acide nitrilotriacétique (3Na*). A ce moment-ci, il n’est pas possible d’affirmer
que la souche F12-THO-02 utilisait le NTA, mais cela reste une possibilité. Il serait
intéressant de caractériser davantage ces deux souches afin de mieux cerner leur

affiliation.

Globalement, la majorité des especes affiliées aux souches isolées dans ce projet ont été
isolées au cours des derniers dix ou 15 ans. Relativement peu de travaux ont été effectués
au niveau de leur potentiel lipolytique ou de leurs enzymes en général. Ces souches ont
donc un potentiel d’originalité. Evidemment, les espéces de Geobacillus sont connues
depuis plus longtemps et certaines ont vu leurs lipases étudiées et caractérisées, comme
par exemple G. stearothermophilus (Kim et al., 1998; Kim et al., 2000; Sinchaikul et al.,
2001; Sinchaikul et al., 2001; Tyndall et al., 2002), G. thermocatenulatus (Schmidt-
Dannert et al., 1997) et G. thermoleovorans (Lee et al., 1999). Malgré cela, le potentiel
d’originalité pour produire des enzymes ayant des possibilités d’applications industrielles

est bien présent.
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4.2.3. Potentiel enzymatique des souches isolées

Afin d’avoir un apercu du potentiel enzymatique des souches isolées, des galeries API
ZYM ont été réalisées pour 15 de ces souches. Les souches F12-RT-06, F12-BT-02 et
F12-RT-07 se sont démarquées des autres par la grande diversité et I’intensité des
activités enzymatiques détectées. La grande majorité des souches ont démontré des
activités estérase et estérase-lipase d’une bonne intensité alors que I’activité lipase,
lorsque détectée, était plutdt faible. Toutefois, comme il a été mentionné précédemment,
il faut étre prudent dans I’interprétation des résultats de ces galeries, car les conditions du
test peuvent les influencer (p.ex. pH, tampons). La biomasse employée pour les galeries a
€té produite en incorporant du Tween 80 au milieu comme inducteur, il est possible que
ces conditions aient favorisé les bactéries a produire des enzymes davantage de type

estérase que lipase, les Tweens pouvant étre hydrolysés par des estérases (Thomson et al.,

1999).

Pour évaluer plus en profondeur le potentiel lipolytique de ces 15 souches, elles ont été
criblées sur milieux solides. La méthode de précipitation au calcium n’a pas donné
beaucoup de résultats positifs comparativement a la méthode a la Rhodamine B. Pourtant,
I’emploi de Tweens est supposément une méthode sensible (Gupta et al., 2003), ce qui
n’a pas été observé ici. Lorsque testées sur milieux solides avec la méthode A la
Rhodamine B, 14 des 15 souches ont démontré une activité lipolytique. Comme I’huile
d’olive a été utilisée comme substrat, ces résultats suggéraient que ces 14 souches avaient
une activité lipase. Cependant, les résultats obtenus lors des expériences de dosage
d’activité lipolytique par spectrophotométrie des souches F12-THO-01 et F12-RT-091
mettaient en doutes les résultats du criblage avec la Rhodamine B. En effet, ces deux
souches ont plutdt démontré une activité estérase que lipase lors des tests avec les p-
nitrophényl esters d’acides gras. Ces résultats seront discutés plus en profondeur 2 la
prochaine section. Afin d’éviter d’obtenir des faux-positifs avec cette méthode de
criblage, I’huile d’olive aurait dii &tre préalablement purifiée. Selon Brockerhoff et
Jensen (1974) et Jensen et al. (1966), I’huile d’olive commerciale contiendrait des
impuretés qui pourraient agir comme substrat pour des enzymes de type estérase;

toutefois, ces impuretés pourraient étre éliminées par le passage de I’huile sur une
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colonne d’alumine. Plus cofiteuse, la trioléine peut aussi servir d’alternative a I’huile
d’olive purifiée. En somme, les résultats obtenus suggerent que les 14 souches qui ont
démontré un résultat positif sur des milieux solides contenant de la Rhodamine B et de
I’huile d’olive ont une activité lipolytique, mais qu’il n’est pas possible de conclure si ces
activités sont de type lipase ou estérase. Il faudrait refaire le criblage avec de I’huile
d’olive purifiée ou de la trioléine pour sélectionner les souches produisant une activité

lipase.

Un facteur dont I’'importance peut parfois €tre sous-estimée dans un protocole de criblage
sur milieux solides concerne la quantité d’agar dans les géloses. Comme le résument bien
Thomson et al. (1999), dans ces méthodes de criblage, le substrat est essentiellement
immobile, I’enzyme doit donc diffuser dans I’agar pour accéder au substrat, ce qui est un
processus lent. Une réduction de la concentration d’agar de 2% a 1,5% favoriserait la
diffusion des lipases ce qui, dans certains cas, rendrait peut étre le test plus sensible. Il est
aussi possible que pour certaines souches, qu’une faible quantité de lipase ne soit

produite dans les conditions de culture utilisées.

4.3. Caractérisation préliminaire des activités lipolytiques de deux souches
4.3.1. Activité lipolytique de la souche F12-THO-01

Une caractérisation préliminaire d’une activité lipolytique a d’abord été entreprise avec la
souche F12-THO-O1. Principalement, deux raisons expliquent la sélection de cette
souche. Malgré I’absence d’activité lipase sur les galeries API ZYM, la souche F12-
THO-01 a démontré D’activité la plus forte lors du criblage sur milieux solides en

présence de Rhodamine B. Aussi, I’originalité de la souche a promu ce choix.

Aucune activité lipase n’a été détectée avec des surnageants de culture de la souche F12-
THO-01 lorsque testée par spectrophotométrie en utilisant du pNP-palmitate, du pNP-
stéarate et du pNP-laurate comme substrat. La seule activité détectée a été obtenue en
utilisant du pNP-butyrate ce qui suggérait une activité estérase et non une activité lipase.

Il est possible que les conditions de culture utilisées ne soient pas propices a la
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production de lipase ou que la souche étudiée ne puisse produire qu’une estérase. Les
résultats positifs d’activité obtenus avec des aliquotes de surnageant lorsque déposées
dans des puits dans des géloses contenant de la Rhodamine B et de 1’huile d’olive
suggéraient la présence d’une bonne activité lipolytique. Cette activité lipolytique de la
souche F12-THO-01 observée sur milieu solide était probablement plus de type estérase

que lipase.

Les cultures liquides de méme que la production de biomasse notamment pour les
galeries API ZYM ont été effectuées en utilisant le Tween 80 comme inducteur de
I’activité. Ce dernier contient un acide gras a longue chaine (de 1’oléate) et a été utilisé
comme inducteur d’activité lipase pour plusieurs microorganismes (Handelsman et
Shoham, 1994; Leow et al., 2007). Cependant, il y a aussi des exemples ol la présence
d’un autre substrat en plus du Tween 80 inhibait la production de lipase (Fakhreddine et
al., 1998). La lipase de G. thermoleovorans CCRI11 est inhibée par le Tween 80 et sa
production est induite par 1’huile d’olive (Castro-Ochoa et al., 2005). Les conditions de
culture utilisées pour la souche F12-THO-01 n’étaient peut étre pas propices a la
production d’une lipase. D’autres essais de production devraient étre effectués en utilisant

d’autres substrats d’induction, comme de 1I’huile d’olive purifiée ou de la trioléine.

Une caractérisation trés préliminaire de I’activité estérase d’un surnageant de culture de
la souche F12-THO-01 a été réalisée. L’activité estérase est supérieure 2 pH 8,5 qu’a 7,5
et est thermophile (60°C), ce qui correspond aux conditions utilisées lors de
I’enrichissement. De plus, Iactivité est inhibée en présence de Triton X-100. Le fait
d’avoir concentré les surnageants ne semble pas avoir augmenté 1’activité. Ce résultat
suggere qu’il y aurait eu perte d’activité¢ lors de ’entreposage ou que des éléments

inhibiteurs auraient été concentrés en méme temps.

4.3.2. Activité lipolytique de la souche F12-RT-091

La souche F12-RT-091 a été sélectionnée comme deuxieéme choix afin d’en étudier le

potentiel lipolytique. Les raisons de ce choix sont sa bonne croissance en condition
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aérobie et les bonnes activités lipase et estérase observées avec les galeries API ZYM. De
plus, cette souche est relativement originale, car peu de travaux ont été effectués sur les

bactéries du genre Anoxybacillus et encore moins sur A. rupiensis.

A partir de surnageants de cultures en fioles, aucune activité lipase n’a été détectée en
utilisant du pNP-palmitate, du pNP-stéarate et du pNP-laurate comme substrats. Encore
une fois, seul les tests effectués avec du pNP-butyrate se sont révélés positifs. Cette
souche produisait donc une activité estérase qui était détectée dans des surnageants de
cultures liquides. La présence d’activité estérase a été détectée dans tous les temps de
culture analysés suggérant, bien que les résultats obtenus soient préliminaires, qu’elle
était produite lors de la phase exponentielle de croissance et maintenue dans la phase
stationnaire. Les tests préliminaires ont démontré qu’il s’agissait d’une estérase
définitivement thermophile, car plus active a2 55°C qu’a 37°C, alcaline (activité
supérieure a pH 8.5 qu’a 7.5) et sensible au Triton X-100. Cette sensibilité au Triton X-
100, observée aussi pour I’activité estérase de la souche F12-THO-01, est intéressante,
car dans bien des cas, le Triton X-100 est employé dans les tests de dosage d’activité
lipase ou estérase (Abdel-Fattah, 2002; Gupta et al., 2002) ot il affecte peu I’activité de
I’enzyme (Li et Zhang, 2005). Dans le cas de la lipase de G. thermoleovorans CCR11, la
présence de Triton X-100 entraine méme une augmentation de son activité (Castro-Ochoa
et al., 2005). Comme dans le cas de la souche F12-THO-01, il est possible que 1’absence
d’activité lipase soit liée aux conditions de culture de la souche, notamment la source de
carbone utilisée pour I’induction des lipases. Il est & noter qu’aucune activité lipase et

estérase n’a été détectée dans les surnageants de culture provenant du milieu R2A.

Il pourrait étre intéressant de poursuivre la caractérisation des activités estérases des
souches F12-THO-01 et F12-RT-091. Dans un premier temps, il faudrait détermine- les
conditions optimales de production des activités estérases. Leur caractérisation et
éventuellement leur purification permettraient de comparer leurs propriétés et leur
potentiel pour des applications industrielles (pH optimal, température optimale, stabilité,
spécificité du substrat, propriétés cinétiques) avec celles d’autres bactéries ou

microorganismes déja rapportés dans la littérature. Comme il a déja été mentionné, peu
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de travaux ont été réalisés sur le potentiel lipolytique des bactéries du genre
Anoxybacillus. Seules deux publications assez récentes ont rapporté la production de
deux estérases par A. gonensis G2 et A4 (Colak et al., 2005; Faiz et al., 2007). Les
résultats préliminaires obtenus avec la souche F12-RT-091 laissent croire que son activité
estérase est différente de celles d’A. gonensis G2 et A4. Par exemple, 1’activité optimale
de la souche A4 est a pH 5,5 (Faiz et al., 2007) alors que I’activité de la souche F12-RT-
091 est trois fois plus élevée a pH 8,5 qu’a pH 7,5.

Les résultats obtenus nous ont permis d’isoler deux souches ayant des activités estérases
intéressantes. Parmi les autres souches isolées, certaines pourraient produire des activités
lipases intéressantes avec les propriétés de spécificité et de thermostabilité recherchées.
Un nouveau criblage des souches sur milieux solides en utilisant de 1’huile d’olive
purifiée permettrait de sélectionner celles ayant un potentiel de production de lipases et
serait suivi d’essais en culture liquide pour confirmation et caractérisation de leur

activité.
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Conclusion

Lors de ce projet, neuf enrichissements différents ont été effectués en fonction de diverses
sources de carbone. Les sources de carbone employées étaient un extrait de viande, du son de
blé, de la lignine, de la chitine, de la gélatine, un mélange d’huiles de canola et de palme et
un mélange d’huile d’olive et de Tween 80. Les enrichissements ont été réalisés pendant plus
de 60 jours dans des cycles de 3 jours ol des conditions aérobies thermophiles (la
température a varié entre 50°C - 70°C - 50°C) et de pH alcalins (entre 7,0 = 8,5 = 7,0)
ont été€ maintenus. Le suivi de 1’évolution de la diversité bactérienne dans le temps par PCR-
DGGE a permis de constater que malgré certaines similitudes entre les microflores,
globalement, les microflores résultantes des divers enrichissements sont différentes selon la

source de carbone employée.

Les biomasses résultantes des enrichissements en fonction de ’extrait de viande, du son de
blé, de la lignine, de la chitine et de la gélatine ont servi exclusivement 2 alimenter un autre
projet impliquant la recherche d’enzymes via une approche métagénomique. Dans le cadre
du présent projet de maitrise, les efforts se sont concentrés sur la recherche de bactéries
thermophiles ayant un potentiel lipolytique. A partir des microflores provenant des
enrichissements réalisés en présence de lipides comme source de carbone, 34 souches
bactériennes thermophiles ont été isolées et caractérisées. Ces souches ont été réparties en dix
groupes différents selon leur profil obtenu par PCR-DGGE de leur géne codant pour I’ ARNr
16S. Le séquengage du geéne codant pour I’ARNr 16S de 21 de ces souches a permis de
confirmer la composition des groupes et de faire 1’affiliation la plus probable de ceux-ci avec
des especes connues. La grande majorité des souches sont affiliées a la famille des
Bacillaceae, 1a plupart appartenant au genre Geobacillus. 11 y a aussi quelques souches qui
sont affiliées a une espéce récemment isolée d’Anoxybacillus rupiensis et deux souches
originales, F12-THO-01 et F12-THO-02, dont les especes connues et publiées les plus
rapprochées sont respectivement Bacillus thermoamylovorans (93-94% d’identité) et
Chelatoccocus asaccharovorans (95% d’identité). Ces résultats suggerent que ces souches

pourraient représenter de nouvelles espéces bactériennes jamais décrites.
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Le potentiel enzymatique de 15 des souches isolées a été évalué par des galeries API ZYM et
a montré que la majorité des souches exprimaient des activités phosphatase alcaline, estérase
(C4), estérase-lipase (C8) et a-glucosidase d’une bonne intensité. L’activité lipase (C14) était
beaucoup moins détectée aupres des souches testées. Les 15 souches sélectionnées ont
ensuite €t€ criblées pour une activité lipolytique sur milieux solides. La méthode employant
de la Rhodamine B et de I’huile d’olive donnait plus de souches positives que la méthode de
précipitation au calcium avec du Tween 80. Ainsi avec la méthode utilisant la Rhodamine B,
une réponse positive a été obtenue avec 14 des 15 souches testées. L utilisation de 1’huile

d’olive comme substrat suggérait la détection d’activité lipolytique de type lipase.

La caractérisation préliminaire des activités lipolytiques des souches F12-THO-01 et F12-
RT-091 a partir de surnageants de culture a permis d’identifier des activités de type estérase
plutdt que lipase. Cela a entrainé la remise en question des résultats du criblage avec la
Rhodamine B et I’huile d’olive pour identifier des bactéries productrices de lipases. Des
impuretés présentes dans 1’huile d’olive pourraient étre responsables des activités estérases
observées, suggérant que le criblage devrait étre effectué en utilisant de 1’huile purifiée ou de
la trioléine comme substrat. Les activités de type estérase des souches F12-THO-01 et F12-
RT-091 ont ét¢ définies comme thermophiles, alcalines et sensibles au Triton X-100.
Différentes conditions de culture impliquant d’autres inducteurs que le Tween 80 pourraient

étre utilisées pour vérifier la production de lipases chez ces souches.

Cette recherche a permis d’isoler des souches bactériennes thermophiles originales ayant un
potentiel innovateur au niveau de leurs enzymes thermostables. Des enzymes comme les
lipases et les estérases ont un haut potentiel d’applications industrielles. Suite a la reprise du
criblage avec un substrat approprié, il serait intéressant d’identifier une enzyme ayant un tel
potentiel. Selon ses propriétés (pH optimal, température optimale, thermostabilité,
spécificité), cette enzyme pourrait ultérieurement faire 1’objet d’une caractérisation 1lus

poussée, incluant I’optimisation de sa production et sa purification.
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Appendice A

Séquences ADN consensus du gene codant pour I’ ARN ribosomal 16S

de 12 des souches isolées
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F12-RT-011

5’ CCAAAATGCAAGTCGAGCGGACCGAAGGGAGCTTGCTCCTTTAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGGTGGGCAACCTGCCCTGCAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAAA
CCGCATGGTTTTCGGTTGAAAGGCGGCTTTTAGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGTTCG
AACAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTARAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAATCTCGCGGCTCAACCGCGAGCGGCCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGGAGAGGGGAGCGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTA
ACTGACGMTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTT
TCGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAARAAGT
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGG
TGGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAACCACTCTCAGTTCGGATTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTACGG

GAGCCAGCCGCCGAAAGGTGGGACAAAATGATTGGGTGAGTC 3/
F12-RT-03

5/ TATACATGCAAGTCGAGCGGACCGAAGGGAGCTTGCTCCTTTAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGGTGGGCAACCTGCCCTGCAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAAA
CCGCATGGTTTTCGGTTGAAAGGCGGCTTTTAGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTACCGTTCG
AACAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTG
AAATCTCGCGGCTCAACCGCGAGCGGCCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGGAGAGGGGAGCGGAAT
TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCTGGTAGTCCACGCCGTACACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTTC
GGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTG
GTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCAARAAACCACTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTG
CAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
TCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTATCGGG

AGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTC 3
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F12-RT-08

5’ GGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGA
TAACACCGAAGACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGC
GCANTAACTANTTGGTGANGTAACGGCTCACCAAGGCGACCATGCGTAACCCGCCTGAAANGGTGANCGGC
CACACTGGGACTGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCANTANGGAATCTTCCGCAATGGGCGAA
AGCCTGACGGAACGACCCCCCGTGAACGAAAAAAGCCTTCNGGTCNTAAAGCTCTINTTGTGANGGACGAAA
GGGCGCCCTTCNAAAAAGGCGGCGCGGTGACCGTACCTCACGAAAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAACA
GCCGCGGTAATACCTAAGGGGCGAACGTTGTCCNGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAAGCCGTCCCTT
AAGTCTGANGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGANGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAATGCARGAGA
RGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCT
CTCTGGCCTGCAACTGACGNTGAGGCGCGAARAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTG
GGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATGAAGGTGGGCACTCTAGAGGGAC
TGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAG
TTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTGCAACACCCGAAGTCGGTGA

GGCAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCARAGTGATTGGGT 3/
F12-BT-02

5 " ATGCAAGTCGAGCGGACCATATCGGAGCTTGCTCTGGTTTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCGAAGACCGC
ANGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGNTGTCACTTGCNGATGGGCCCCCGGCGCAATAACTATTTTGT
GAGGNAACGGCTCCCCCAGGGGANNATTCGTAACCCGNCTGAGAGGGNGANCNGNCNCACTGGGANTGANA
CACNGCCCNNACTCCNACNGGNGGNANCANTNNGGAATCTTNCCCAATGGGCGAAANCCTGACNGAACNAC
CCCCCNTGAGCNAAAAAAGNCNTNNGGTCNTAAANCTNTTTTNTGANGGANAAAAGGGCNCCCTTTTAAAA
AGGNGGCNCGGTGACNGTNCCTCANNANAAAACCCCNGNTAAATNNNTNNCNNCNNCCCCGGTNATANNTN
TGGGGNGAGCGTTTTCCCGAATTTTTGGGCGTAAAACGCNCGCANGNGGTCCCNTTANTNTGATGTGAAAN
CCCNCGGNTCAACCCTGGANGGTTATTNGAAANTGGGGGANTTTTGTGNAAGAAANNAGANCGGAANTNCC
CCTGTAGCGGTGAAATGCGTARAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGCAACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTTCGG
GGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATNAAGGTGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGGCGACAAGTCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCG
GTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTG
CAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGCAACCCGCAAGGGA

GCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAAGTGATTGGGGTGAAGTC 3/
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F12-RT-07

5 "GTTCTGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGG
AAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCAAAGACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCAC
TTGCGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCG
GCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGC
TCTGTTGTGAGGGACGAAGGAGCGCCGTTTGAATAAGGCGGCGCGGTGACGGTACCTCACGAGAAAGCCCC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
GGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTCACACCCTTTAGTGCTGT
AGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCC
TGACAACCCAAGAGATTGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGCCTCTAGTTGCCAGCATTCAGT
TGGGCACTCTAGAGGGACTGCCGGCTAARAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAARAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATC
CCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGCTTGC

AACAACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCTTACGGGAAGCCAGCCGCCGAAAG 3/
F12-TT-04

5" ATGCAGTCGAGCGGGGCTTGAGGAGGGCTTGCCCTTCGAGAGCCCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TGGGTAACCTGCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGGGGGCCG
CATGGCTTCCGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGCTGCCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTANCTAGTTGG
CGGGGTAACGGCCCACCAAGGCNACGATACGTAGCCCGCCTGAGAGGGTGGACGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTANGGAATCTTCCGCAGTGGGCGAAAGCCTGACGGATCGA
CTCCGCGTGAGCGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAAGGCGCGCCGTTCGAAC
AGGGCGGCGCGGTGACGGTACCTGACNAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCTGCCGCGGTARARACGT
AAGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAA
TTCCGCGGCTCAACCGCGGGTGTGCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCGGAAGAGGGGAGCGGAATTCC
CGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCCGCAACT
GACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGGATTGACCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGGTCTGGAGACAGGCCTTTCCCTTATG
GGACAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCCTGTCCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGCTAGAAGTCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGG
TACAAAGGGCAGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCTCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCGCAAGGGAG

CCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTCGTA 3/
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F12-BT-01

5’ GCGGGGCTTGAGGAGGGCTTGCCCTTCGAGAGCCCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGGGGGCCGCATGGCTTCC
GGTTGAAAGGCGGCCTTTGGCTGCCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGCGGGGTAACG
GCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGGACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCKCGTGA
GCGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAAGGCGCGCCGTTCGAACAGGGCGGCGC
GGTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAAACGTAGGGGGCGAG
CGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAATTCCGCGGCT
CAACCGCGGGTGTGCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCGGAAGAGGGGAGCGGAATTCCCGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCCGCAACTGACGCTGAGG
CGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTAGAGGGGATTGACCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGGTCTGGAGACAGGCCTTTCCCTTATGGGACAGCGGT
GACAGGTGGTGCATGGTYGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CCTGTCCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGCTAGAAGTCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGC
AGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTG
CATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCTCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCACGAGAGTCTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCG

AAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTC 37

F8-BHCP-011

5’ AGTCGAGCGGACCGAATAGAAGCTTGCTTCTGT TNGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCCGTAAGACGGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCCGATAACCCTGAAGACCGCATGGT
CTTTAGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
ACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTNTGGTTCGAATAGGGCCG
TACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTATACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCNGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCNTGGGGAGTACGCTCGC
AAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACACCCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAG
GGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTNTAAGGTGACTGCCGATGACAAATCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAG
GGTTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGC
CTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTACGGGAGCCAGCCG

CCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTC 37
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F12-RT-091

5/ CTATACATGCAAGTCGAGCGGACCGAATAGAAGCTTGCTTCTGTTYGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGCAACCTGCCCGTAAGACGGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCCGATAACCCTGAA
GACCGCATGGTCTTTAGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGGTTC
GAATAGGGCCGTACCTTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAA
TTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACACCCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCT
TCGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTGACCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGATGACAAA
TCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAARATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
GCGGTACAAAGGGTTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCTTACG

GGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGA 3/
F12-THO-01

5" ACATGCAAGTCGAGCGGACCAATAGAAAAGCTTGCTTTTCTTGAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGCAACCTACCTGTAAGACTGGGATAACTTACGGAAACGTGAGCTAATACCGGATAGTTTCACTTC
TCGCATGAGAAGTGAAGGARAGATGGCTTTTAGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCNACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGGAGT
AACTGTCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGA
AATCTTGCGGCTCAACCGCAAGCGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGGAGAGGAAAGCGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGGAACACCAGTGGCGAATGCGGCTTTCTGGCCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAARACAGGATTAGATACCGTGGTAGTCCACGCTGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGA
GTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACCACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTC
GGGGACAGGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGCTAARAGTCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATG
GTACAAAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAAAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTG
CAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGG
TCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCTTTTGGGA

GCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG 3
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F12-THO-02

5/ CTACACATGCAAGTCGAACGGTTCCTTCGGGGACAGTGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTGC
CCTTCGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATACGTCCGAGTAGGAGAAAGATTTATC
GCCGAAGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAA
GCTCTTTTGTCCGGGACGATRATGACGGTACCGGAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGACGTTTAAGTC
AGGGGTGAAATCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCCTTTGATACTGGATGTCTCGAGACCGGAAGAGGTAA
GTGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAKTGGCGAAGGCGGCTTACTG
GTCCGGTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGGATGCTAGCCGTTGGGCAGCTTGCTTGTTCAGTGGCGCAGCTAACGCTTTAAGCATCCCGCC
TGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCGCGTATGGATGCCAGAGATGGCTTC
CTTCAGTTCGGCTGGCGCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCCTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTTTAGGGGGACTGCCGG
TGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGC
TACAATGGCGGTGACAATGGGCAGCGAAAGGGCGACCTGGAGCTAATCCCCAAAAGCCGTCTCAGTTCAGA
TTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTCTACCCGAAGGCGCTGCGCCAAC

CGCAAGGGGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT 3’

F12-RT-101

5’ACATGCAAGTCGAGCGGACCTGWATGGAGCTTGCTCCAGACAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTAGGCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGGATAGGGCACTCTICTC
GCATGAGAGAGTGCGGAAAGGTGGCGCAAGCTACCACTTGCGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGG
TGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAA
CGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGAACAAGTACCGTTCGAAC
AGGGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCGGGTAAGTCTGATGTTAAA
GCCCGGGGCTCAACCCCGGTTCGCATTGGAAACTGCTCGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCA
CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAGGTGTTGGGGGTTTCAACACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCTAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCCCTAGAGATAGGGCTTCCCTTCGGGG
CAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTITGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGG
AAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTAC
AACGGGACGCAAGCCCGCGAGGGTAAGCCAATCTCTTAAAACCAGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGCAAGGAGCCAGC

CGCCGAAGGTGGGGCAGATGATTGGGGTGAAGTC 3
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Appendice B

Séquence ADN partielle du géne codant pour I’ARN ribosomal 16S
de la souche F12-RT-051
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F12-RT-051

5’ CTATACATGCAAGTCGAGCGGACCGAACGGAAGCTTGCTTCTGT TCGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCCGTAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGAA
GACCGCATGGTCTTTGGTTGAAAGGTGGCTTTTGCTACCACTTACGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCGACGCCgCGTGAGCGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT TAGGGAAGAAGAAGTACCGTTC
GAATAGGGCGGTACGGTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAgGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAA
TTCCACGTGTAGCGYTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCgAAGGCYGCTCTCTGGTCTGT
AACTGACgCTgAgGCGCGAAAGCGTGgGGAGCAAACagGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACY

ATgAgTGCTAAGTGTTAGAGGGGTTTTCCC 3 '
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