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6 INTRODUCTION

Nous sommes au début du XXi siécle et voila que I'étre humain
s’inquiete de son avenir car la planéete est emafgeence ; elle est bousculée par un
progres incessant, de plus en plus rapide et egsdalerriere lui des traces parfois
préjudiciables et ineffacables. lllustrons ce canpar I'exemple qui marque le plus
les esprits, celui du pétrole. L'usage du pétraenante a I'Antiquité ou les
civilisations mésopotamiennes le découvrent alarsligs creusent des puits pour
avoir de I'eau potable. Elles lui attribuent desgrétés thérapeutiques, cosmeétiques
ainsi que combustibles. Puis, Byzantins et Vérsti¢ntilisent pour couler les
navires ennemis au Moyen-Age. Jusque la son uidisa’est que ponctuelle mais a
la fin du XIX®™siécle, les Américains se rendent compte du pietefe cette roche
liquide et le premier puits est foré en Pennsyariia ruée vers l'or noir
commence... Les chimistes I'étudient, le distillenupséparer ses composants ; les
découvertes sont édifiantes : c’est le goudronluesfiants, les solvants, les naphta
et 'essence ! L'industrie pétroliere est née & sk place rapidement au centre de
I’économie mondiale. Le pétrole est devenu une cufénergie majeure car le
XX ™€ sigcle voit apparaitre le moteur & explosion qutfionne avec I'essence. Il 'y
a de plus en plus d’automobilistes, il faut constrales routes, il y a également les
bateaux, les avions... Et puis apparaissent lesiquest, matériaux aux propriétés
intéressantes et variées qui leur valent des atibiss diverses venant parfois
remplacer celles du bois, du verre ou du métapéteole est sollicité de toutes parts,
mais alors que sa consommation est de plus en giloaedante, son impact sur
I'environnement est de plus en plus préoccupammiPses nombreux effets néfastes,
on lui conféere une part importante de responséhii@ns le réchauffement climatique
puisque son utilisation comme carburant entraiémiksion dans I'atmosphére de
dioxyde de carbone, gaz a haut effet de serre.

Voila donc l'une des explications aux inquiétudastuelles de
’'Homme : I'environnement est fragilisé et il ent é&s cause. Scie-t-il la branche sur
laquelle il est assis ? Certains I'ont déja compiepuis longtemps et ont mis en
place des associations pour combattre ces actittoglesstructrices, la plus célebre
restant Greenpeace, fondée en 1971. L’environnersiest rapidement constitué
sujet politique d’'importance notamment dans les a#aties : outil de démagogie
pour séduire le peuple ou réelle préoccupatiore8tien tous cas devenu un domaine
d’étude d'ampleur pour la Recherche Publigue. Alagsie I'association
Environnement-Industrie apparait tres antinomiguest un sujet qui est désormais
au cceur des politiques industrielles puisque ldgstries sont soumises par des lois
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nationales ou internationales a respecter des rsod@elus en plus restrictives pour
répondre, par exemple, au Protocole de Kyoto éadifijourd’hui par 156 pays.

Parmi les impacts de ces avancées sur I'enviroanenil y a les
impacts sur l'eau, I'eau qui avec l'oxygene et laumiture, constitue les trois
éléments vitaux pour 'Homme. La pollution des eale surface et des nappes
phréatiques trouve principalement son origine damgustrie et dans I'agriculture.
Une concentration trop importante en polluant rere$ eaux impropres a la
consommation et entraine une perturbation de Ilbgeides écosystémes. Il devient
alors essentiel de trouver des solutions de décomédion et les microorganismes
font partie de ces solutions. Ainsi, des réacteorgenant des bactéries peuvent étre
placés en aval de certaines usines de producgaecburs a la bioremédiation peut
étre une solution judicieuse pour décontaminergites pollués par des pesticides,
des herbicides ou bien sur lesquels il y a eu werdément accidentel de produits
chimiques. Ce mécanisme de nature biotique n’esti@aeul a intervenir dans la
dégradation. La lumiére solaire agissant par pkstobu par photoproduction de
radicaux oxydants ainsi que les interactions aescdonstituants du sol peuvent
jouer également des réles importants dans les gsasale détoxification.

Parmi les polluants organiques qui sont présentansd
I'environnement, nous retrouvons des membres derfalle desbenzothiazoles
Parmi eux, des fongicides, des médicaments, despas#s de lindustrie du
pneumatique car utilisés comme accélérateurs deamisition... un panel de
molécules aux propriétés intéressantes mais quedaot vite au statut de
contaminants des lors qu’elles sont présentes tlangironnement de maniere
indésirable et non controlée.

Depuis plusieurs années, les laboratoires SEE&Hbofatoire de
Synthése Et Etude des Systémes d’Intérét Biologigad PMM (Laboratoire de
Photochimie Moléculaire et Macromoléculaire) s’mefssent a [I'étude des
mécanismes de bio- et phototransformation de clisgods en solution aqueuse. Un
processus original combinant la bio- et la photodégtion en présence d'un
complexe de fer (FENTA) a d’ailleurs été mis aunpgiar ces deux laboratoires. Le
travail de these que je présente dans ce mang3ngére dans ce contexte. Il a pour
objectif de mieux connaitre et de mieux comprerzide processus. Le projet de

recherche a été centré sur I'étude de la transtoomalu 2-aminobenzothiazole
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(ABT) par la souchdkhodococcus rhodochrou8BT18 et/ou sous l'action de la
lumiére en présence ou non de différentes formdsrde

Les objectifs de cette these...

Avant ce travail de these, seules des cellulesébannes en suspension
avaient été utilisées. Cependant on sait que damgronnement, les bactéries sont
rarement sous forme planctonique mais immobilisé@ss des bio-films ou des
agrégats. Le premier objectif de ma thése a dande&tcomparer I'efficacité et les
mécanismes de dégradation entre des cellules Ebmss cellules immobilisées dans
un gel d’alginate.

Le deuxieme objectif de mon travail de thése éaitmieux connaitre le
métabolisme d&hodococcus rhodochroud:une part nous avons cherché a obtenir
des informations sur le métabolisme phosphoré rioc# de cette bactérie issue de
I'environnement, métabolisme jusque la non dé&iautre part nous avons voulu
évaluer sa réponse a difféerents stress potentets des processus de photo- et
biodégradation.

Enfin, une troisieme partie avait pour objectif a®mprendre plus
précisément le réle joué par le fer lors des pmuesie biodégradation. La question
était de savoir sous quelle forme le fer était kspdnible pourRhodococcus
rhodochrouset comment il activait la biodégradation de 'ABT.
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| PRESENTATION DES BENZOTHIAZOLES

.1  Structure
La famille des benzothiazoles est vaste et ne cemdpgue peu de

composés naturels. Leur squelette est composé dyole thiazole, cycle
hétéroatomique a 5 chainons, accolé a un cycleebene Figure 1).

4 3
N
5
N
S
7 1

6

Figure 1  Squelette benzothiazole

Le Tableau 1 réunit les noms et les acronymes de quelques

benzothiazoles en fonction de la nature du sulastitR.

R NOM ACRONYME
H benzothiazole BT
OH hydroxybenzothiazole OBT
NH, aminobenzothiazole ABT
SH mercaptobenzothiazole MBT
SOH acide benzothiazole sulfonique BTSA
CH; méthylbenzothiazole MeBT
SCH; méthylthiobenzothiazole MTBT
SCHSCN thiocyanométhylthiobenzothiazole TCMTB
SSBT dithiobisbenzothiazole MBTS
Tableau 1 Nom des benzothiazoles en fonction datlae du substituant R

Parmi les quelgques benzothiazoles d’origine e#ijrnous retrouvons
le BT et le MeBT dans les feuilles de thé (Vitzthetal., 1975) et le MBT dans la
canneberge (Anjou et Von Sydow, 1967). Le BT essiaun ardbme que produisent
les champignonBolyporus frondosust Aspergillus clavatugSeifert et King, 1982).
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Les benzothiazoles et leurs dérives sont essamielt manufacturés pour de
nombreuses et diverses applications.

.2  Utilisations

Les benzothiazoles étaient initialement employésime colorants
dans l'industrie du cuir ; ils trouvent aujourd’hdiautres applicationsF{gure 2).
Possédant a la fois un haut niveau de fluorescehage facilité a se lier aux
structures cellulaires, ils sont utilisés commerfaichromes Des recherches menées
depuis les années 1990 sur leur potentiel thérapeubnt conduit au développement
de médicaments : le riluzole, commercialisé sousola de RuTek® par la société
Rhéne-Poulenc, est prescrit dans le cas de laosel@myotrophique latérale (Bryson
et al., 1996) ; le sulfathiazole (ou 4-amiNe(l,3-thiazol-2-yl)benzenesulfonamjde
est un anti-infectieux présent dans les crénmesslL® et GrNE SULF® prescrites
pour le traitement de certaines infections vagmalees activités antitumorales
intéressantes du 2-(4-amino-3-méthylphényl)-5-thbb@nzothiazole (Trapani et al.,
2003) et du 2-(4-amino-3phenyl)benzothiazBradshaw et al., 2008) en font des
anticancéreux potentiels.

- - (0

benzothiazole (BT) 2-mercaptobenzothiazole (MBT)  2-aminobenzothiazole (ABT)
fongicide accélérateur de vulcanisation réactif dans la synthese de
colorants
N N S
\>—s —CH, S —<CN \>75_ 5__<
\
S S N
2-(thiocyanométhylthio)benzothiazole 2, 2'-(dithiobis)mercaptobenzothiazole (MBTS)
(TCMTB) fongicide accélérateur de vulcanisation
N\ N (l:Hs H
. ) S e
)@i% ©[ v
F3CO s 0 CHj,
Riluzole Méthabenzthiazuron (MBTU)
médicament herbicide

Figure 2  Exemples d'utilisation des benzotbiag

! fluorochrome : molécule chimique capable d’émateda fluorescence aprés excitation
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Le MBT et le MBTS sont les benzothiazoles les plugisés.
Catalyseurs de la réaction de vulcanisation, uapecimportante dans la fabrication
des gommes, les deux composés sont tres demandéadisstrie du pneumatique.
Découvert par Charles Goodyear en 1840, le prociésulcanisation est un
processus chimique qui consiste a ajouter du s@ufaecuisson du caoutchouc pour
éliminer les inconvénients d'une simple gomme, effets cassants avec le froid ou
collants sous l'effet de la chaleur. Un caoutchauicanisé est ainsi beaucoup plus
résistant qu’'un caoutchouc normal. Le TCMTB enteng la composition du
fongicide Busan® développé par les Laboratoires Buckman. Le proesitutilisé
pour protéger le bois des attaques des champigfimwoda, 1990). Le MBTU
entre dans la composition des herbicidessTNIL® et ORMET® commercialisés
respectivement par les sociétéayBr et RHYTORUS. Ces phytosanitaires sont
notamment employés dans le traitement du blé etpoés protéagineux. Le 2-
aminobenzothiazole ou ABT, intervient dans la fedion des colorants diazoiques
employés pour teindre le cuir (exemplgure 3) .

N
> CH,CH,
| \ N\ /
S N N\
CH,CH,
Figure 3  Colorant bleui(= 513 nm) synthétisé a partir de 'ABT (Podsiadhyal., 2005)

Le Tableau 2réunit quelques informations sur 'ABT.

AUTRE NOM 2- benzothiazolamine

FORMULE BRUTE C/HeN>S

POIDS MOLECULAIRE 150,20 g.mot

NUMERO CAS 136-95-8

POINT DE FUSION 129-134°C

POINT D’EBULLITION décomposition

SOLUBILITES DANS CERTAINS SOLVANTS - soluble dans les acides concentrés

- soluble dans les alcools, I'éther et le
chloroforme

PKA 42

Tableau 2  Données sur I'ABT (d’apres le gitew.acros.com
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[.3 Propriétés géneérales

Le Tableau 3 présente quelques propriétés générales de ces
composes : leur solubilité, leur pression de vapsmaturante qui caractérise leur
volatilité et leur coefficient de partage octanalfe(pKow) qui renseigne sur leur
potentialité a se bioaccumuler.

pression de vapeur

solubilité - DK o

(mg/L) (mmHg a 25°C)
BT 4300 1,43.10° 2,17
MBT 120 4,64.10° 2,86
TCMTB 125 3,12.10 3,22
MBTS 10 2,54.10% 4,66
MTBT 125 2,60.10° 3,12
ABT 310,3 n.d. 2,00
Tableau 3 Propriétés générales des benzothiaz&liesuani-Hanari, 2003)

Le BT possede une forte solubilité dans I'eaestvolatil avec une
pression de vapeur saturante forte. Le MBT, le MTBT le TCMTB sont
modérément solubles et non volatils. Le MBTS e&$ fweu soluble et non volatil,
I'ABT est faiblement soluble. Les valeurs positivdes pk,, obtenues prouvent que
ces composeés peuvent se bioaccumuler, tout pagtiement le MBTS qui a un pk
élevé.

.4 Toxicité

La plupart des benzothiazoles présentent desiptép nocives envers
les microorganismes, les animaux et les hommess D@mableau 4 figurent les
résultats du test normalisé Microfogffectué sur différents benzothiazoles. Il s’agit
de déterminer la concentration £g}len xénobiotique qui entraine une inhibition de
50 % de la luminescence naturelle de la bactérierinmaVibrio fisheri
(Photobacterium phosphoreurbigure 4).

! coefficient de partage octanol/eau : rapport @esentrations d’un composé dans chacune des deux
phases eau et octanol aprés solubilisation damglenge eau/octanol
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Figure 4 Mise en évidence de la toxicité aigié xénobiotiques (zones
obscures) par inhibition de la luminescencévilerio fisheri

Benzothiazole Clso(mg.L™)
2-mercaptobenzothiazole (MBT) 0,212
Benzothiazole (BT) 0,364
6-hydroxy -2-mercaptobenzothiazole (60H-MBT) 1,318
2-hydroxybenzothiazole (OBT) 1,801
2-aminobenzothiazole (ABT) 6,347
2,6-dihydroxybenzothiazole (diOBT) 6,382
2-amino-6-hydroxybenzothiazole (60H-ABT) 16,017
Méthabenzthiazuron (MBTU) 22,665
6-hydroxyméthabenzthiazuron (60H-MBTU) 132,335
Acide 2-benzothiazolsulfonique (BTSA) 294,870

Tableau 4  Résultats du test MicrStgour différents benzothiazoles ; temps d’expasito
toxique : 30 minutes (Malouki, 2004)

Nous constatons donc que parmi les composésstestéBT est le
plus toxique pounibrio fisheri Le MBT induirait des tumeurs selon Gold et al.
(1993). Il est reconnu également comme allergénggguant des dermatites, une
nocivité qu’il doit au groupement SH ; ceci estudant plus problématique qu’il est
présent dans le caoutchouc des semelles de chesisgubien dans celui des gants
(Jung et al., 1988 ; Chipinda et al., 2008). Sasbthez le rat par injection orale est
de 100 mg/kg (Sax, 1984) ce qui d’apres I'échedldaxicité de Hodge et Sterner le
place dans les composés modérément toxiques gpEaents de comparaison, le sel
de table a une Dk de 3000 mg/kg et le cyanure de 3 mg/kg.

! dose causant la mort de 50% d’une population donné
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.5 Présence des benzothiazoles dans I'environnement

Les benzothiazoles entrent dans I'environnemantdiverses voies.
Leur introduction principale se fait par les rou®s se dépose la gomme des
pneumatiques et c’est le lessivage de ces rouidegjaonduit dans les sols et dans
les différents compartiments aquatiques. Leur m@&ses’étend a fortiori au
compartiment atmosphérique suite a la mise en sggpedans l'air des poussieres
des routes (Welch et Watts, 1990).

Les benzothiazoles sont également présents demssthtions de
traitement des eaux en aval des tanneries et desfactures de pneumatiques.
Kloepfer et son équipe les ont également mis edeége dans I'eau a traiter de la
station d’épuration municipale de Berlin-Ruhlebenles ont quantifies en 2004
(Tableau 5).

Concentration en ng/L
dans I'eau a traiter

ABT 27
BT 852

MTBT 162

BTSA 1704

MBT 191

OHBT 501

Total 19,8 nM

Tableau 5 Concentrations moyennes de divers beiazoths présents dans I'eau a traiter de

la station d’épuration de Berlin-Ruhleben (Kloepétral., 2004)

Le Tableau 6 est non exhaustif, il souligne [l'existence des
benzothiazoles dans différents compartiments eiféérents points du monde.
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pays lieu de prélevement de I'échantillon

Allemagne atmosphére

Allemagne eaux usées

Etats-Unis eaux usées d’'une industr. du caoutchc
Etats-Unis eaux usées d’une industr. du caoutcht
Etats-Unis eaux de riviere

Etats-Unis eau de consommation
Etats-Unis  eaux usées apres fabrication du MBT
Etats-Unis  eaux usées apreés fabrication du MBT
Antarctique océan
Antarctique océan

Tableau 6

benzothiazole

BT

BT

BT

MBT

BT

MTBT

MBT

MBTS

MTBT

BT

concentration
détecté
0,85 ug/L
20 et 60 pg/L
0,54-0,71 mg/L
2,3 et 23 pg/L
non quantifiable
0,5-1 mg/L
35 pg/L
17 ng/L

6-37 ng/L

Concentration en benzothiazoles damérdifts compartiments
(adapté de Kirouani-Hanari,2003 et de Kloepfer ket 2005)



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Dégradation des benzothiazoles 17

I CONNAISSANCES SUR LA DEGRADATION DES
BENZOTHIAZOLES

.1 Dégradation par voie biotique

[1.1.1 Etudes effectuées avec des boues activées

Les premieres études de biodégradation des beazolibs ont été
réalisées avec des boues activées ou des cultixéssmrovenant directement des
stations d’épuration d’usine qui fabriquent ou @mment ces composés.

BTSOs. D'un point de vue historique, la premiére étudmante a
1976. C’est Mainprize et al. (1976) qui se sonériessés au devenir du BT$SEN
présence de boues activées. Les résultats furentilgeants puisqu’ils ont montré
gu’'a une concentration de 100 mg/L, le polluanit étdalement biodégradé par des
boues activées ; du sulphate et de 'ammoniaquantayour origine le soufre et
'azote contenus dans le BTgOont été retrouvés en quantité quasi
stoechiométriqgue. Le taux de carbone organigue naindé comme le taux de
BTSG; : il n'y a donc pas eu d’accumulation d’interméuiia (Figure 5).
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Figure 5 Concentration de différents éléments terda biodégradation du BTS@ar des

boues activées 4) BTSQ ; (@) ammonium ; O) sulfate ; (&) carbone organique
(d’aprés Mainprize et al., 1976)
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BT et MBT. Repkina et al. (1983) ont étudié la dégradatiomlaér
du BT par des boues activées issues d’une stapution municipale. Tant que
les concentrations en BT sont inférieures a 300Lmgixydation et la nitrification
biochimiques du substrat ont lieu et le BT est detement dégradé. A des
concentrations supérieures, le processus de cdtlidn est inhibé. Cette expérience a
eégalement été réalisée avec le MBT seul mais sates. L'équipe d®eemtsma
(1995) s’est aussi intéressée a la biodégradatioBTdet du MBT par des cultures
mixtes provenant d’'une station d’épuration munilgpdls ont travaillé a des
concentrations en xénobiotiques plus faibles, dedie du mg/L, et ont obtenu les
résultats illustrés par Rigure 6.

= o
g © O O O
240+
15 A
®
€ 50l
g 20
c
8
80 W ¢ — MBT
~ 0 7 14 21 % —— BT
geo-r —— MTBT
<
S B
® 40
g
S 20t
8
0 +— -+ e
0 7 14 21 28
time (d)
Figure 6 Dégradation du MBT (A) et du BT (B) pasdoues activées (Reemtsma et al.,
1995)

Apres 28 jours, seul 10 % du MBT sont transforipés méthylation
par 'enzyme bactérienne S-méthyltransférase emnelandu MTBT Figure 6,
graphique A). Le BT a quant a lui été complétement dégrad&8ejours Figure 6,
graphique B). L’équipe de Repkina (1983) a montré en revanghe lorsque le
MBT et le BT étaient en mélange comme dans les eaérs, leur biodégradation
était largement favorisée puisque complete pourcoesentrations respectivement
inferieures a 10 et 300 mg/L.
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TCMTB . L'équipe de Reemtsma (1995) a montré que le TCMTB
était dégradé a 95 % en 9 jours par le systemeodesbactivées décrit dans le
paragraphe précédent. Le produit majoritaire déedeibdégradation est le MBT
mais le TCMTB s’est aussi transformé en Bigre 7).

50
- —A— TCMTB
S 40
g —o— MBT
3 —— BT
c 30+
S
£ 201
c
£ 1
)
60&7

Figure 7 Dégradation du TCMTB par des boues aesv@eemtsma et al., 1995)

Suite a ces expériences, des voies métaboliquasmsformation du
TCMTB ont été suggéréeBi@ure 8).

TCMTB
-—— major

S
...... = minor, only once @ ,>—s ~CH,—SCN
determined N
anaerabic, ) anaercbic
aerobic y (hydrolysis)

| MBT BT
aerobic | ,
i aerobic
S S 7
aerobi¢ .
@N%‘?)—C Hy<------ @h‘%—s_c Hy l aerobic

MSiBT MTBT \7k\
aerobicx l

degradation

Figure 8 Voies métaboliques de dégradation du TBMFoposées par Reemtsma et al.

(1995)
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[1.L1.2 Etudes effectuées avec des souches pures

Des souches microbiennes pures capables de dégetdale
transformer les benzothiazoles ont été recheratiées le but d’'identifier avec plus
de facilité les voies métaboliques mises en jetfféEints microorganismes capables
de dégrader ces composés dans des conditions egrobi été isolés. Plusieurs
appartiennent & la famille d&hodococdi (Figure 9).

Figure 9 Rhodococcus erythropol{& gauche) -Rhodococcus rhodochro@ droite)

En 1998, I'équipe de De Wever isole une souche papable de
transformer des benzothiazol&odococcus erythropolBTSO;1. Cette souche est
capable de dégrader I'OBT, le BFigure 10) et le BTSQ séparément ainsi qu’en
mélange Figure 11). En revanche, elle ne dégrade pas le MBT, ce osgmhibant

méme la dégradation de I'OBT, du BT et du BTSA dorg est ajouté au mélange
des trois benzothiazoles.

s
E
S
Figure 10 Transformation du BT par la ®
soucheRhodococcus erythropolBTSQ1. E
(De Wever et al., 1998) 2
8

1] 100 200 300

time (min}

! Les bactéries appartenant au geRtedococcussont des bactéries & Gram positif ou & Gram
variable. Elles sont partiellement acido-résistantaérobies, catalase positives, a métabolisme
oxydatif et capables d'utiliser un large évental @abmposés organiques comme unique source de

carbone et d'énergie. La plupart des espéeces seeatlfacilement & 30 °C sur les milieux d'usage
courant.
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Figure 11 Croissance de la soucRbodococcus erythropolBTSQL1 sur un mélange de BT,
d’OBT et de BTS9O(De Wever et al., 1998)

L’équipe de De Wever a également isolé la souRhedococcus
rhodochrousOBT18 (De Wever et al., 1997) de la station dedraent des eaux de
'usine pharmaceutique Bayer en Belgique. Il a r@ntré que cette souche était
capable de dégrader le BT et 'OBT (Besse et 81012 le MBT (Haroune et al.,
2004) Figure 12) mais pas le MBTU.
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’| Métabolite 1
- / \

Figure 12 Etude par RMRH in situde la cinétique de dégradation du MBT (Harounalet
2004)
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La dégradation de 'ABT pa@hodococcus rhodochro@BT18 et par
Rhodococcus erythropolBTSO;1 est faible et conduit au composé hydroxylé en
position 6, le 60H-ABT, qui s’accumule dans le miilifFigure 13).

1
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S o7 S
£ 0,6 Sea ] Figure 13 Cinétique de
5 0.5 transformation de 'ABT/) et de
g o4 S | formation du 60H-ABT @) par
g 3 A - Rhodococcus rhodochro@BT18
5 oLz (Haroune et al., 2001)
O 4

0,1 C//D

0

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temps (Heures)

La littérature décrit maintenant quelques souchi&sobiennes pures
capables de transformer les benzothiazoleS.dldeau 7enrassemble certaines.

Souches Benzothiazoles Références
dégradés
Bactéries
- Pseudomonasp. MBT Drotar et al., 1987
- Pseudomonasp. HKT 554 BT, MBT Matsui et al., 2004
- Corynebacteriunsp. MBT Drotar et al., 1987
- Rhodococcus rhodochro@BT18 BT, OBT, ABT, De Weveretal., 1997, Besse et al.,
MBT 2001, Haroune et al., 2001, 2004,
Bunescu et al., 2008a
- Rhodococcus erythropolBTSO;1 BT, OBT, De Wever et al., 1998, Besse et al.,
BTSA 2001, Haroune et al., 2001
- Rhodococcus pyrinidinovorar®A BT, OBT Gaja et Knapp 1997, Haroune et al.,
2002
Champignons
- Cunninghamella echinulata MBTU Wallndefer et al., 1976
- Hypocrea pilulifera MBTU Goettfert et al., 1978
- Aspergillus niger MBTU Malouki et al., 2003

Tableau 7  Souches microbiennes et benzotleiszolr lesquelles elles sont actives
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[I.2 Deégradation par voie photochimique

Les processus photochimiques ont une influencesidérable sur le
devenir des composés dans I'eau. La lumiére peusagles composeés organiques
selon deux modes, par photolyse ou par photoinalucti

La photolyse se produit lorsque le composé absditeetement la
lumiére solaire, il se forme alors des radicauxsguit des especes réactives.

La photodégradation est induite lorsque la lumestabsorbée par un
autre composeé présent dans le milieu et que cettastsmet son énergie au compose
d’intérét qui réagit alors ou que ce composeé fopmetochimiquement des radicaux
oxydants susceptibles de dégrader le composé éthdiéni les especes présentes
dans les milieux aquatiques qui absorbent la lumiéry a les nitrates et les
substances humiques. Les radicaux hydroxyles,déEaux peroxydes, I'oxygene
singulet sont les espéces oxydantes les plus degrahotogénérées a partir de ces
composés. Ce phénomene explique pourquoi un compesé ne pas Eétre
photodégradé dans une eau distillée alors quit Bans une eau naturelle.

Les premieres études concernant la photochimie thesls
aromatiques ont débuté avec Oswald et son equiBS)1En présence de lumiére,
les composeés soufrés produisent des radicaussli@strés sur le soufre et des ions
radicaux. Ces espéces sont tres réactives et wmmtid'importants intermédiaires
dans les réactions photochimiques.

Le BT et 'OBT absorbent trés peu la lumiére gelainsi ils ne sont
que trés peu photolysés (Fife et al., 1975).

En 1985, Parkanyi et Abdelhamanht étudié la photolyse du MBT
dans des réacteurs en pyrex, en présence d’oxygeee des solvants organiques et
en utilisant des lampes UV. LEgure 14 présente le devenir du MBT lors de ce
processus photochimique.



24 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Dégradation des benzothiazoles
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Figure 14  Mécanisme de photolyse du MBT eremdrganique (Parkanyi et Abdelhamid, 1985)

Malouki et al. (2003) ont également étudié la phs®du MBT a 313
nm et dans I'eau pour se placer dans les conditienéenvironnement et mimer le
spectre solaire. Le composé s’est montré tresife8ous I'action de la lumiére, le
MBT a donné du BT et de 'OBT. Ces auteurs ont &gant mis en évidence
l'influence que pouvaient avoir les constituantesgnts dans le milieu sur la
phototransformation. lls ont en effet étudié lardéigtion du MBT dans I'eau Milli-
Q et dans une eau de lac. La dégradation a étis $lits importante dans I'eau du
lac que dans lI'eau Milli-Q. La photoinduction a &gmise en évidence. L'eau du
lac contenait d’autres especes qui absorbent ldaélemet qui ont généré des
radicaux, espéeces réagissant sur le MBT et indussadégradation.

En 1992, Brownlee et.abnt montré que le TCMTB en milieu aqueux
se dégradait tres rapidement sous l'action de maigte solaire donnant comme
produit majoritaire le MBT avec 50% de rendementdes$ traces de BT. lls ont
également étudié la photolyse du MBT en milieu aguée composé a donné entre
30 et 45% de BT et entre 4 et 5% d’OBAgure 15).
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Figure 15  Schéma de dégradation photochimaiu@ CMTB (Brownlee et al., 1992)

Le MTBT n’est quant a lui pas sensible a la ph@elsous lumiére
solaire.

1.3 Dégradation combinant voies biotique et photochimige

Il a été prouvé que la combinaison des deux méthdHiotique et
photochimique), qu’elle soit simultanée ou cons&eutpouvait avoir un effet
synergique sur la dégradation. Différents exemplesla littérature illustrent ce
résultat pour différents polluants organiques (Mdsik et al. 2004 ; Wang et al.,
2001). Concernant plus précisément les benzotliazté cas du MBT a été décrit
par I'équipe de Ranalli (2008) ainsi qu'une étude & MBTU realisée au
laboratoire (Malouki et al., 2003) et que nousraldétailler ci-apres.

La dégradation du MBTU par la souche pukspergillus niger
(Malouki et al., 2003) a conduit a la formationdfgivés hydroxylés majoritairement
en position 6 mais également en position 5 du cpelezénique. Ces métabolites
s'accumulent dans le milieu. Le MBTU n'est pas ph@é ai > 290 nm
contrairement au composé hydroxylé en position iGagiionné trois photoproduits,
P1, P2 et P3Higure 16).
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Figure 16  Dégradation du MBTU — proposition miécanisme réactionnel mis en jeu

1.4 Deégradation de 'ABT

L’ABT est un benzothiazole relativement récalgitrdl n’absorbe pas
la lumiere solaire et n’est que peu ou pas biodig(@hudoba et Zeis, 1977

Lors de sa these (2006), Bunescu a étudié sa dbdgma en
combinant les processus biotique et photochimique.
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I1.4.1 Etude séparée des processus biotique et
photochimique

Dans un premier temps, les processus biotiqueckeiRhodococcus
rhodochrousOBT18) et photochimique de dégradation de 'ABTt éte étudiés
séparément (Bunescu, 2006). Des études sur la Ipb®tet la photodégradation
induite ont également été menées. Pour cette deynide complexe
aminopolycarboxylique de fer, FENTA (NTA pour acidérilotriacétique) a été
choisi comme photoinducteufigure 17).

Figure 17  Structure du complexe FENTA

Les expériences ont été réalisées a pH = 7 aveconcentration en
ABT de 0,5 mM et en FeNTA de 1 mM, dans un photordncteur équipé de tubes
fluorescents (300 nmx L < 500 nm). Les cinétiques ont été suivies par HPLC
(Figure 18).

010 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Temps, h

Figure 18 Cinétiques de dégradation de 'ABT
4 hactéries sans lumiére 47 photolyse ; O photodégradation induite par FENTA
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La biodégradation de I'ABT est faible: 26% apr&®5 heures
d’'incubation. Les analyses HPLC ont mis en évideteeformation de deux
métabolites : M1Kigure 19), qui aprés analyses structurales (these Har@ots),
s’est avere étre le 60H-ABT et le métabolite MBay@re 20) dont le spectre UV est
compatible avec celui d’'une structure de catéchol.

Figure 19  2-amino-6-hydroxybenzothiazole 60HFABI1)

HO @::HHZ

HO

Figure 20 Métabolite M2a

Aucune transformation de I'ABT n’est observée paridles 125
heures d’irradiation, confirmant I'absence d’actitirecte de la lumiére sur I'ABT.
Par contre, en présence du complexe FeNTA, 37%AdRT Isont dégradés. Les
analyses chromatographiques ont montré I'apparitien3 photoproduits : le plus
important, P1, correspond au 60H-ABT ; le photopib&2, bien que possédant un
temps de rétention équivalent a M2a, a un specteisible différent. L’hypothese
eémise est celle de la formation d’'un complexe eletfer(lll) et un catécholHigure
21) provenant d'une hydroxylation double de I'ABT. lphotoproduit P3 a été
identifié comme étant le 40H-ABTFigure 21).

OH

9@:‘:\>_NH2 \>_NH2
Fe O

P2
40H-ABT (P3)

Figure 21  Photoproduit P2 et 2-amino-4-hydroasbothiazole 40H-ABT (P3)



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Dégradation des benzothiazoles 29

[1.4.2 Etude combinant les processus biotique et
photochimique

Les deux processus ont ensuite été couplés : T) &Bprésence de
bactéries et de lumiere, 2) ABT en présence dechastet du complexe FENTA, 3)
ABT en présence de bactéries, de FeNTA et de lemigifférentes expériences ont
éte réalisées dans les mémes conditions que préaogsig (ABT 0,5 mM et FENTA
1 mM). LaFigure 22illustre les résultats obtenus.
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Figure 22  Cinétiques de dégradation de I’ABiTbactéries + FENTA, sans lumiére’/ bactéries
+ lumiére ; O bactéries + FENTA + lumiére

La lumiere a un effet Iégérement négatif puisqee tdux de
biodégradation a été limité & 9 % contre 26 % 425 heures d’incubation en
absence de lumiere. Les analyses HPLC ont morap@drition des métabolites M1
et M2a. La présence du complexe FENTA accélérerfant la biodégradation de
'ABT, avec ou sans lumiére : la biodégradation est effet quasi-totale aprés
seulement 30 heures d’incubation. L'effet synergidli aux actions biologiques et a
la photochimie couplée aux especes ferrigues piEsesn solution, a ainsi été
clairement mis en évidence. Les expériences meaees le FeNTA seul n'ont
montré aucune dégradation de 'ABT a I'obscurité.
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11.4.3 Schémas récapitulatifs concernant la dégradation de
'ABT et du FENTA

Les différentes voies de dégradation, voies piiotoique, biologique
et combinée, mises en évidence lors de la thedeudescu (2006), sont résumeées

sur le schéma de REigure 23.
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Figure 23 Voies de dégradation de I'ABT (Bunescal ¢2008a)
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Les équipes de Delort et Mailhot ont cherché g@liguer pourquoi en
présence de FeNTA, la dégradation de I'ABT étaiivae soit photochimiquement,
soit biologiqguement. Pour cela, des études onihwrées en présence de lumiere
et/ou en présence de bactéries pour suivre le dedenFeNTA. Les résultats
obtenus couplés a des données de la littératurpesntis d’établir le schéma de la

Figure 24.
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Figure 24 Proposition de mécanismes du FeNTA lersalphotodégradation et de sa
biodégradation par la souchRhodococcus rhodochroudes traits pleins sont des mécanismes
prouvés par Bunescu et al., 2008b, les traits dntjiés sont des mécanismes proposés dans la

littérature (Abida et al., 2006 ; Egli, 2001)
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D’un point de vue photochimique, le complexe FANSBt dégradé en
IDA, glycine et formiate. Au cours de cette dégtaatg le Fe(lll) est reduit en Fe(ll)
et des radicaux CO et HO sont formés et attaquent 'ABD’un point de vue
biologique, la transformation du complexe Fe(llAN@ans la cellule se ferait grace
a l'action d’'un complexe enzymatique NTA-Monooxygéa et NADH : FMN
Oxydoréductase qui induit la formation d’'IDA etrdaduction du Fe(lll) en Fe(ll).
L’IDA est ensuite transformé en métabolites idemtis) aux produits de dégradation
issus de la voie photochimique (Glycine, formiate¢s métabolites entrent ensuite
dans le métabolisme central. L’accélération de i@dgradation serait lice a la
production de Fe(ll) qui activerait les enzymesiménant dans la dégradation de
I'ABT, possédant un atome de fer dans leur sitd gaizymes du type dioxygénase).
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Il LE ROLE DU FER

Nous avons vu précédemment que le fer pouvadrvuahir dans
I'activation des enzymes de la dégradation de I'Adiisi que photochimiquement.
Il est également connu pour étre un élément clé damvironnement.

1.1 Généralités

[11.1.1 Présence du fer dans le compartiment aquatique

La concentration en fer dans les eaux naturebes yarier de 0,2 nM
a 400 pM. Le fer s’y trouve sous difféerentes spémia et il peut étre sous forme
solide ou en solution (sels ou complexes). Soumdosolide, le fer est le plus
souvent dans sa valence 3. Il se lie a des atoforggéne pour former des oxydes
ou des hydroxydes. Les plus communs sont I'héméiiiee,O3z), un oxyde rouge
présent en abondance dans la nature du fait deasdegstabilité thermodynamique,
la goethite ¢-FeOOH) qui se présente sous forme de cristaux-toundans la
nature et la magnétite-Fe03), un oxyde formé de cristaux gris foncé qui est un
intermédiaire lors de la thermolyse de la lépidoiteo (y-FeOOH). Ces oxydes et
hydroxydes sont présents dans le compartiment iggeanaturel, soit dans les
sédiments soit en suspension. lls ne constituadegment pas les seules especes
présentes dans ces eaux naturelles. Les carboxytdiénolates, anions inorganiques
(chlorures) s’averent étre de forts ligands duefiede ce fait, peuvent engendrer la
dissolution des oxydes et des hydroxydes.

Le fer présent dans le compartiment aquatique @gaiement exister
sous forme soluble, il forme des complexes aquemnce le [Fe(HO)s** (Figure
25), [Fe(HO)s(OH)J*", [Fe(HO)a(OH),]", [Fe(HO)s(OH)], [Fe(H0)(OH)d] "

Figure 25 Complexe aqueux de fer : le complexe dguafer(lll)
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Les conditions environnementales (notamment lelaldpncentration
en fer) expliquent pourquoi nous retrouvons maoeiment du fer (Ill) dans les
milieux naturels. Pour le comprendre, il suffit ske reporter au diagramme de la
Figure 26.

e (V/ENH)
1,51\
- _ 0 i
FES: FeH;*
1.0 rag P Tam - 020 Fe(OH),*
S T e
0.5 T
Fez . FeiOH):(s)
0.0l H(iq)
. | HFeOy
0 (an)
-0,5 :
Fe (s)
-1,0 |
0 2 4 6 g8 10 12 14 pH
Figure 26 Diagramme potentiel/pH du fer

En 1986, Eberle et Palmer ont mesuré les condemsaen fer dans
les eaux du Rhin et identifié ses spéciations. lageare partie du fer (Ill) était
finalement sous formes non solubles attribuées sx algdes, des colloides de
grandes tailles ou des complexes avec la matiganaque Tableau 8.

Espéce Concentration / composition
fer (Il) total 407 pg.L*
1,6 pg.L" dont
39% de [Fe(H0),(OH),]**
28% de [Fe(HO);(OH)
13% de [Fe(kO)(OH)s

dont fer(lll) dissous

Tableau 8 Composition en fer (1ll) de I'eau du RfEberle et Palmer, 1986)

Dans les conditions typiques d’'un milieu aquagiquaturel, les oxy-
hydroxydes et les oxydes de fer(lll) sont généralempeu solubles et la
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concentration en fer(lll) dissous qui est en éfaliavec ces especes solides est trés
faible. Le pH a cependant son influence sur lalsbié du fer puisque plus le pH est
acide et plus la quantité de fer solubilisée egbortante. La présence d’agents
complexants de meétaux comme les acides amino(@ohoryliques Figure 27,
Figure 28, Figure 29 augmente elle aussi la quantité de fer dissons das milieux
aquatiques en formant des complexes de fer solubles

Les acides amino(poly)carboxyligues n’absorbent faslumiére
solaire, ils ne sont donc pas photodégradables Bamaronnement. Ce sont des
composés tres utilisés dans [lindustrie des dénesge dans Iindustrie
pharmaceutique et textile, dans la photographidaes la phytoremédiation. Nous
pouvons citer l'acide  éthylénediaminotétraacétiquéEDTA), I'acide
cyclohexanediaminotétraacétique (CDTA), I'acide Yhtoxyethylene
diaminotriacétique (HEDTA), [lacide nitrilotriacétie (NTA) et [lacide
iminodiacétique (IDA) - I'IDA est un produit issueda dégradation biologique et
photochimique du NTA — qui se retrouvent dans |&uents domestiques et
industriels.

OH

EDTA . (Nitrilotriacetic acid)
(Ethylenediaminetetraacetic acid)

HEDTA
(Hydroxyethylethylenediaminetriacetic acid)

Figure 27 Formules des principaux acides aminopangoxyliques synthétiques (Egli, 2001)

Certains acides amino(poly)carboxyliques sontipits naturellement
dans I'environnement par des plantes ou des migamismes. Grace a leur pouvoir
chélatant, ils permettent l'intégration des métgax ces organismes. Parmi eux,
'EDDS (acide éthylénediamino disuccinique), qui s isomere de 'EDTA, est un
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sidérophoré produit par I'actynomycetémycolatopsis orientali§Zwicker et al.,
1997) ; la rhizoferrine est un sidérophore isolé&dampignorRhizopus microsporus
var. rhizopodiformis(Drechsel et al., 1991). Citons également la rhaptine, un
sidérophore isolé dehizobium melilot{Persmark et al., 1993) et la staphyloferrine
A isolée deStaphylococcus hyicydeiwes et al., 1990).

HO 6]

o .
NH NH 0
NE N oif HO//H\W//\\V//\\¢/
0, NH OH
HO 0
OH

EDDS NH 0 OH
(0]
H,C , )
Rhizobactin
OH
o OH
(0]
H NH O
HN/\/\’/NH O om NE N
R
OH o o HN o}
OH HO HN 0,
0 o# Z/\\f 0
OH
0] o}
H o oH
R = H Rhizoferrin
R = COOH Staphyloferrin A Staphyloferrin B
Figure 28 Formules des principaux acides aminopailgoxyliques d’origine naturelle (Egli,

2001)

2-

MeNTA"™ MeEDTA

Figure 29 Structures des complexes Métal-NTA eaMEDTA

! molécule sécrétée par les microorganismes quiagstble de chélater I'ion Ee
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La présence de ces complexes en solution aqueusevoir un réle
important sur la capacité photo-oxydante du mitaules complexes organiques de
fer absorbent jusque dans le visible (confaaeagraphelll.1.2).

[11.1.2 Transformations du fer dans le compartiment
aquatique

La chimie du fer en solution aqueuse est relater@ncomplexe car le
fer peut étre impliqué dans de nombreuses réactioxydo-réduction, d’hydrolyse,
de complexation, de dissolution... des réactions eui, plus de dépendre des
conditions du milieu, dépendent les unes des aatrgnscrivent dans un cycle dont
une partie est schématisée ci-apragyre 30).

hydrolyse
dissolution thermique
L
\ hv
\ - J—
_ H<\F$(HII Fe(ll)-L =Fe(lll)(OH)
*oH—] )
. - O2 .
OH + OH\ N =Fe(lll)-L
Fe(ll)-L Fe(ll)-L A
Hy0p— O
L
H20,
=Fe(lll)-L

Fe(ll .
o, + M o L
[ ) 2 . 02 L+ j

Figure 30 Schéma des différentes transformatanfer(lll) et fer(ll) qui peuvent se produire en

solution aqueuse : Fe(ll)-L et Fe(lll)-L représenmitée fer ferreux et ferrique complexés par un tidga

L, =Fe(llI)(OH) et =Fe(lll)-L représentent les espéces attachées artase d’(oxy)hydroxydes de
fer et Fe(ll) et Fe(lll) représentent les ions feuk et ferriques aqueux
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En présence d’oxygene, le fer (II) s’loxyde enlffr(Cette oxydation
est d'autant plus rapide que le pH est basiquéaamene présente une plus grande
réactivité avec les formes Fe(CHt Fe(OH) qu'avec I'espéce Bé

Fe(l) + @ — Fe(ll) + G

Lors de cette oxydation est produit le radicalesopyde Q 7, une
espece peu réactive mais qui, en présence de)fet(lde protons, génére du
peroxyde d’hydrogene 40,:

Fe(ll) + O + 2H —> Fe(ll) + H,O,

Le peroxyde d’hydrogene est ensuite impliqué dane réaction
découverte par Fenton a la fin du XIXe siecle atpgpute son nom, conduisant a la
formation de radicausOH :

Fe(ll) + H,O, —> Fe(lll) + *OH + OH™

Les radicauxOH sont des especes trés réactives qui peuvent okeyder
fer(ll) en fer(lll) :

Fe(ll) + *'OH — Fe(lll) + OH™

Le fer(lll) produit peut former un hydroxyde si pH le permet et
ainsi precipiter.

Fe(ll) + 30H —— Fe(OH)g(S)

Le Fe(lll) peut egalement, comme le montr&igure 30, réagir avec
de la matiere organique et former un complexe Fd(llou étre réduit par des
mécanismes de photooxydoréduction a partir du cexepFe(lll)-L ou par réduction
avec le radical superoxyde.

Nous apercevons la, la complexité des transfoomatidu fer en
solution aqueuse. Partout, elles ont un réle prabren maintenant une
disponibilité du fer soluble pour les organismesagues.
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[11.2 Rble du fer comme photo-inducteur

Parmi les différents traitements qui existent paliminer les
composeés organiques qui n’absorbent pas ou peumide solaire, les réactions en
solution aqueuse faisant intervenir les radicausms# avérées prometteuses. Ainsi,
dans les années 90 ce sont développés les prodéddsliation avancée ou AOP
(Advanced Oxidation Processes).

Les radicaux hydroxyles sont des especes fortergantives ayant un
potentiel d’oxydation élevé de° =+ 2,8 V. lls sont donc capables d’attaquer et
d’oxyder de maniere non sélective la plupart despmmsés organiques. En présence
de fer, ces radicaux peuvent étre formeés de traisignes différentes. Sous photo-
excitation, le fer(lll) peut produire ces radicasnit seul, soit en présence deCH
(avec ou sans lumiere: processus Fenton et phaotimiie Troisieme possibilité, en
milieu aqueux et sous irradiation UV, les complexies fer(lll) de petits poids
moléculaires subissent une réduction en fer(loagragnée d’'une production du
radical hydroxyle, le fer(ll) peut étre de nouvaaoxyde en fer(lll) en présence
d’oxydants tels que I'oxygene dissolsgure 31).

hw

/7N

-
Fe(I-0H Fe(11) + O

[Oxidant]
eg O,

Figure 31  Cycle photocatalytique du fer(lll) solution aqueuse

La photochimie des complexes aqueux de fer etismact sur la
dégradation des polluants organiques a été large@edice. Citons I'équipe suisse
de Sarria (2003) qui a publié des travaux sur gratfation de 'AMBI ou 5-amino-
6-méthyl-2-benzimidazolone (précurseur largemerntisé@t dans lindustrie des
colorants), citons la dégradation du 2-chlorophdkawaguchi et Inagaki, 1994),
celle du 3-chlorophénol (Mazellier et Bolte, 2004y, 4-chlorophénol (Mazellier et
al., 1999), et du 2,6-diméthylphénol (Mazelliemét 1997a). Nous pouvons évoquer
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d’autres exemples que sont ceux de la dégradatiahiudon (Mazellier et al, 1997b),
de I'asulam (Catastini et al., 2002) et du monufldiestankova et al., 2004), tous
trois des herbicides, la dégradation du dibutyligitéa un plastifiant (Bajt et al.,
2001) ainsi que celle de I'acide benzoique (AndzeezMarotta, 2004).

La photodégradation peut €galement étre induiteupacomplexe de
fer d'origine organique, notamment par les compmexmlycarboxyliques et
aminopolycarboxyliques de fer, comme le montrenti®a et Sulzberger (1999)
dans leur étude sur la dégradation de l'atrazinetguhduite par le complexe
ferrioxalate et Abida et al. (2006) sur la transfation du 4-chlorophénol (4-CP)
photoinduite par un complexe organique de fer, temmexe Fe(lll)-acide
nitrilotriacétique (NTA). Nous allons évoquer pleis détails le cas de la dégradation
du 4-CP par le FeNTA car cet exemple se rapproeh®tte étude.

Dégradation du 4-chlorophénol (4-CP)

Dans I'étude réalisée par Abida et al. (2006)lawtégradation du 4-
CP, c’est le complexe FeNTA qui a été choisi castlun bon modele de la matrice
organique naturelle. Le 4-CP n’absorbe pas a degikurs d’onde supérieures a 310
nm. L’étude de sa dégradation photoinduite paptapgiexe FENTA a été réalise@ a
= 365 nm, il N’y a donc pas de photolyse du 4-Cisd=e cas. L&igure 32 montre
I'influence de la concentration en FeNTA sur lamélgtion du 4-CP.

2010

¥ Wilhout FeNTA
1 [FeNTA] = 03 m
1,610 B [FelTA] = 06 mM
B [FehTA] =08 mM
=
E i ity S
=
50510
0.0 . — —_— —
o 00 200 300 40 50 00
Irradiation time {min)
Figure 32 Cinétiques de photodégradation du 4-GR (M) en fonction de

différentes concentrations en FeNTA ; pH = 4. (ksbet al., 2006)
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Le processus de dégradation mis en eévidenceirfegtvenir une
réaction d’oxydoréduction au sein du complexe FeNTAtte réaction conduit au
radical RCQ" qui, en présence de dioxygene, est a l'origindadproduction du
radical ‘OH apres une réaction de Fenton. Le 4-CP est altagué par le radical
hydroxyle Figure 33).

= OO CHp— 0 ™

. , . . ] i '%""f -
h-'”xH—tH_-—{f:ﬂ = Fe <H R{I—I; OO
CHy —Cogr 05 0 CH; —C00 - ‘
FeMNTA
& T f{HI E'.'---{.I-Lb -
H + Fe'' + N CH €00~ = HN —CH—COO™ |+ €Oy + Fe'
uh’_\ CCHy OO0 CH; — 00 -
H{L:: u: ‘ ~HR—000
,|; H,N i | HICH
— H0 T oH—oon-
pell DA
- ow
Fe' O + Q}I-a' pH = 4.0 or 6.0
- OH
Cl
T J l
L] OH {3H
O
| Tl
-
L &] OH a
Figure 33 Dégradation du 4-CP photoinduite par terplexe FENTA 4= 365 nm

(Abida et al., 2006)

1.3 ROle du fer dans les processus enzymatiques

Le fer constitue le 4 élément le plus abondant de I'écorce terrestre,
il est le métal de transition le plus présent d&amsvironnement (roches, sols, eau,
atmosphere). Cet élément est partout et ce n'sstipéasard. Il est en effet essentiel
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a la vie de nombreuses espéeces végétales, animal@s’'Homme puisqu’il est
impligué dans le transport, le stockage et l'attivade I'oxygéene, ainsi que de
nombreuses réactions du métabolismeThbleau 9 répertorie quelques exemples

de protéines a fer et leurs fonctions biologiques.

Protéine
Cytochrome
Flavocytochrome
Flavoprotéines diverses
Cytochrome P-450
Catalase, peroxydase
Superoxyde dismutase a F
Mono-oxygénase non

héminique
Dioxygénase
Ferrédoxines, rubrédoxines

Hydrogénase, protéine Fe/!

Fonction
Transporteur dans la chaine respiratoire
Enzymes d’oxydoréduction
Enzymes d’oxydoréduction, transporteurs
Mono-oxygénases
Elimination de HO,, oxydations
Elimination des radicaux superoxyde

Hydroxylations, O-démeéthylations, ...

Ouverture du noyau aromatique
Transporteurs d’électrons

Métabolismes de Hltransport d’électrons

Ribonucléotide réductase Synthése des désoxyribonucléotides (ADN)

Aconitate hydratase Conversion citrate/isocitrate (cycle de Krebs)

Tableau 9  Exemples de protéines liées autfieues fonctions biologiques

La dégradation des composés organiques par learganismes
aérobies débute généralement par une ou plusietapese d’oxydation.
L'introduction de groupements polaires augmenteféest le caractere hydrophile du
composeé, sa biodisponibilité et facilite son exorét



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  Réle du fer 43

Parmi ces réactions d’oxydation, les réactionxytj@énation tiennent
une place importante et constituent souvent legeétanitiales d’'un processus de
biodégradation. Ces réactions consistent a intredir le composé cible un ou deux
atomes d’oxygéne provenant de 4/'@e l'air apres rupture de la liaison O=0. Les
enzymes qui catalysent ces réactions sont appet§ggnases.

[11.3.1 Généralités sur les oxygénases

Les oxygénases sont des enzymes qui utilisenioleygene de lair,
un co-facteur et un métal de transition. Elles &g découvertes en 1955 par les
équipes d’Hayaishi et de Mason.

Chez les micro-organismes, ces enzymes intervigrnes largement
dans les voies métaboliques. Elles initient la dégtion des composés aromatiques
a la fois en hydroxylant le cycle aromatique etatalysant la réaction de clivage du
cycle ; elles catalysent également la réactiomaleitde dégradation des alcanes.

'y a deux familles d’oxygénases: les mono-oxages et les
dioxygénases. Les réactions qu’'elles catalyseréssenent ainsi :

Mono-oxygénases
RH, +O0,+ (2H +2¢) —— » RHOH+H0 (RH:substrat
hydrophobe)
Dioxygénases
RH,+0, —— > R(@OH),
Au sein des ces enzymes, le fer peut étre présmrg trois formes

différentes :

#  soitil est intégré dans un héntédure 34): 'atome de fer situé au centre
d’un cycle porphyrine va accueillir le dioxygeneg O
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Héme a Heéeme b

Figure 34 Hémes contenant un atome de fer

*  soit il est intégré dans un cluster fer-soufre aun sle la protéineFRigure
35): les atomes de fer sont coordinés a des atomemufee de la cystéine par
exemple

Cys .
Cys Cys s W
H C';.-'S C';.-'S
Cys Cys
Cys Cys
[ZFe-25] [4Fe-45=] [3Fe-4=]

Figure 35 Exemples de clusters fer-soufre

* soit il est directement coordiné a des acides anidé la protéine
(coordination avec les atomes d’azote de I'hisgdroordination avec la tyrosine)
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[11.3.2 Les mono-oxygénases

Les mono-oxygénases présentes chez les bacténegpmacipalement des
mono-oxygénases héminiques et des mono-oxygénasesdues, ces dernieres ne
faisant pas intervenir le fer.

Les mono-oxygénases héminiques comptent une fanmiigortante de
composes, les cytochromes P-450 dont la partitélast de faire intervenir 2
protons et 2 électrons. C’est d’ailleurs la natlgeces protons et de ces électrons qui
a permis la classification en sous-familles de @mgechromes P-450. Robemrs al.
ont montré en 2002 qu’ils pouvaient se répartigeatre classes-igure 36).

Class N
FAD A ~ domain
Ferredoxin g 1 I i o 111
reductase . 4 1. i ﬁ ]
b LT i L e i :
3 o R B i
% o BTN oo
2Fe2S domain 34 7 domain
Ferredoxin
FAD/EMN e, 02 FMN / FeS
P450 Y n} ’ reductase 1V
reductase * oha *y domain
3 L al P450
e/ domain

Figure 36  Classification des cytochromes P-g5¢héma de Steve Chapman,
www.chem.ed.ac.uk/chapman)

Les cytochromes présents dans les mitochondriemret la plupart
des bactéries appartiennent a la classe |. Datessaasse, la chaine des transporteurs
d’électrons est constituée de deux protéines, éthectase a flavine (FAD) contenant
un cluster [2Fe-2S] et une oxygénase. Les cytocbsode la classe Il sont présents
chez les cellules eucaryotes. Ce sont des cytodwanicrosomaux, identifies dans
les membranes du réticulum endoplasmique. Ces loyioes contiennent trois
protéines : une réductase a flavines (FAD-FMN), tereedoxine qui possede un
centre [2Fe-2S] et une oxygénase terminale. Latsirel des cytochromes de classe
Il ne differe de celle de la classe Il que pamptésence d’une liaison peptidique,
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nous retrouvons ces cytochromes chez certainesriecBacillus subtilis Bacillus
megateriuip La classe IV a été créée apres la découverent€a’une nouvelle
structure de cytochrome chez les bactéries du deimoelococcusjui sont capables
de dégrader un large éventail de xénobiotiques€R®let al., 2002)Hgure 37).

Class 1V

Figure 37 Fonctionnement des cytochromes de |Isel#i¢ (Roberts et al., 2002)

La réaction catalysée par les cytochromes P450 geischématiser
par un cycle réactionnel montrant les différenédsetedox pris successivement par la

protéine Figure 38).

Fe'*-RH :\\}\\9\}&

ﬂ high spin = Fcz*-R_:H @
\V

Fe* low spin
. f el X
""»t\ 1 I"IE RH Flf_.s RH
\:ﬂ I| [_'j; = []2.
I A
Fe’*-RH g =[c]
| ;'J , —_— FIF:“—R_H
Df‘
H.O
) 2H

Figure 38 Cycle réactionnel du cytochrome P-dBBl : substrat hydrophobe)

Le fer présent initialement dans la partie hémiduecytochrome est
le fer(lll), dans un état « low spin ». Lorsquesidstrat RH vient se fixer au fer, cela
provoque un changement de spin qui passe dang &dtmh spin ». Le potentiel
d’oxydoréduction devient alors suffisamment basrpmovoquer la réduction de
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I'enzyme, et le fer sous forme fer(ll) peut déeslogagir avec I'oxygene moléculaire.
Un complexe oxygéné est ainsi formé. Il subit unauelle réduction qui constitue
vraisemblablement le point de départ de I'acticaéalytique de 'enzyme en activant
'oxygeéne. Le mécanisme qui a été proposé pouuii slu cycle est a confirmer
mais il semblerait qu’aprés une forme peroxo, ikiy apport de 2 protons et
formation d’'un radicaltcation de la porphyrine avec le fer dans un é&avalence
élevé (+V). Le produit hydroxylé ROH est alors h@ét 'enzyme retrouve son état
initial.

[11.3.3 Les dioxygénases

Les dioxygénases ont un réle important dans i&tdan de la
biodégradation d’un grand nombre de composés aiquest chlorés et azotés. Elles
catalysent la réaction d’incorporation des deuxm&® d’oxygene d’'une méme
molécule de dioxygene de l'air sur un substratoi®éé type de réaction qu'elles
catalysent, ces enzymes peuvent se classer encd&gories (Bertini et al., 1996) :
les enzymes de type | qui ont besoin du cofactedD(R)H et qui hydroxylent les
substrats aromatiques, et les enzymes de typda H'ont pas besoin de cofacteur et
qui clivent les noyaux aromatiques.

La catégorie de type lregroupe les dioxygénases qui intégrent 2
groupements hydroxyle sur un cycle aromatique esitipa ortho I'un de l'autre
formant ainsi un diol. Elles sont également nomntiesygénases hydroxylantes et
sont réparties en trois groupes distincts d’un fpdénvue structural :

* Dans le groupe 1, le systeme comprend 4 sous-uniiés flavoprotéine
réductase et une ferredoxine [2Fe-2S] qui assueerdlles deux le transfert
d’électrons, et deux sous-unitéset  plus connues sous le nom de protéine fer-
soufre (ISP) qui forme la partie hydroxylase cditglye. Les dioxygénases du
groupe 1 sont représentées par la benzéne dioxsgélaatoluéne dioxygénase, la
biphényl dioxygénase et la naphtalene dioxygén&dies peuvent également
attaquer des hydrocarbures aromatiques polycydigpies importants comme le
phénantréne et I'anthracéne. Hormis pour le benzgnen’est pas substitué, la
dihydroxylation a toujours lieu sur le carbone adjg au carbone portant un
substituant. Larigure 39 montre le mécanisme de dihydroxylation d’'une maléc
de toluene par la toluene dioxygénase (Rd: rédactdd : ferredoxine ; ISP :
protéine fer-soufre contenant les deux sous-uniti$).



48 ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE  Réle du fer

CHs
DH

CH3
NADH Xﬁdq” X Fdre-d ISPDK § @
NAD Rd,eq Fdgy XA ISP, ey
Figure 39  Réaction de dihydroxylation du toled&atalysée par une dioxygénase de type | groupe 1
(adapté de Wackett, 1995)

#  Dans le groupe 2, les dioxygénases sont constiti&8ssous-unités : la sous-
unité 1 assure le transfert d’électrons entre |I®OKAH et I'hydroxylase et les sous-
unitéso et p forment la partie hydroxylase catalytique. Le gre? est représenté
par les benzoate et les toluate dioxygénases. Ausade la réaction un groupe
hydroxyle se positionne sur le carbone portantruge carboxylate, sulphonate,
nitro ou chlore et l'autre groupe hydroxyle va $eircarbone adjacent ; ainsi les
positions 1 et 2 sont hydroxylées. Eagure 40 présente la dihydroxylation des

benzoates substitués par ces dioxygénases. o,
+
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RAD! ———
15F
‘:fg {xyIEY)
(beat) [BenAB)
Pl 0
. =re .g:l;l.n'
- = 8l
nJ\\-"g;l-.,uH
RN
Figure 40 Réaction de dihydroxylation des benzostdsstitués (Ge et Eltis, 2003)
# Dans le groupe 3, les dioxygénases ne contienngmtdgux Sous-unités :
I'une est chargée du transfert d’électron et l'aula sous-unité&, assure la fonction

d’hydroxylase. Le groupe 3 est représenté par eslgge dioxygénases. L'enzyme
hydroxyle le cycle phtalate en positions 4 et 5 g@nte montre ld&igure 41
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NADH NAD
i

Figure 41 Dihydroxylation du phtalate par la phttga

dioxygénase (Gassner et al., 1995) _

La catégorie de type llregroupe les dioxygénases qui ouvrent les
cycles aromatiques dihydroxylés suite a une dihygation en ortho (catéchol) ou
en para (gentisate). Parmi ces deux formes, la gdoanune et la plus facilement
clivable est celle qui possede la structure catédhes dioxygénases de type I
possédent, dans leur site actif, un atome de fiepayticipe a la catalyse, mais elles
ne nécessitent pas de cofacteurs au contrairealegyénases de type .

* Les dioxygénases qui clivent les catéchols peufard un clivage en ortho
ou bien en méta.
- les réactions de clivage en ortho sont dites imttaat sont catalysées par les
catéchol 1,2-dioxygénasesFigure 42) et les protocatéchuate 3,4-
dioxygénases ; ces enzymes contiennent un iomerfré”.

d’'action de la 1,2-
Ha0 Cpye - . et
0 dioxygénase sur un catéchol
(Pascaly et al., 2001)

OH

@EQ 0" o
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@E o i Figure 42 Sché
. i igure chéma
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- les réactions de clivage en méta sont dites extratlisont catalysées par les
catéchol 2,3-dioxygénasdsigure 43), les protocatéchuate 3,4-dioxygénases
et les protocatéchuate 4,5-dioxygénases; ces eszym@tiennent un ion
ferreux Fé",
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Figure 43 Mécanisme de clivage d'un catéchol pa2,Bdioxygénase et par la 1,2-

dioxygénase (Vetting et Ohlendorf, 2000)

* Le clivage des composés aromatiques dihydroxylésaea est mené par les
gentisate dioxygénases. Ces enzymes contiennephuferreux F&". La Figure
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44 présente la dégradation du 3-hydroxybenzoate parx doactéries :P.
acidovorans et P. testosteroniqui posseédent toutes deux la gentisate 1,2-
dioxygenaseP. testosteronpeut également dégrader le 3-hydroxybenzoate grace
a une autre enzyme qu’elle possede, la protocateHd5-dioxygenase.

OOOH

=
L]

COOM “_..-" H'D’O #‘h COOH
H |
e Be

Hu OH

Genlisate Provocatechoate |

1,2 Dienygenane A 5. Dioygenece :
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COCH COOH

e O

HC¥ H

' —t P acidovorans
=== P egigserani

con
'
' el Hoth bacteria .

|

Fumaraze 2 Pyruvaic
+ Pyruvale 4+ Formats

Figure 44 Voies de dégradation du 3-hydroxybenzpatd®. acidovoranstP. testosteroret
enzymes mises en jeu (Harpel et Lipscomb, 1990)
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IV IMMOBILISATION DES CELLULES

V.1 Définition

Les procédés dimmobilisation des microorganismesnt des
techniques biotechnologiques de plus en plus dppéles notamment en vue du
traitement des eaux ou pour l'industrie car lesraumganismes sont ainsi plus
faciles a manipuler. Ces techniques d'immobiligatimiment la nature ou les
bactéries sont rarement en suspension et formerrataire des agrégats, des flocs,
des biofilms qui sont des structures qui les prenég

IV.2 Généralités

La technique des
cellules  immobilisées est une
technique ancienne, pour illustration
elle est utilisée traditionnellement pal
les allemands dans la fabrication di

Sortie Trou d'alimenlation
de 'air du liquide & acetifier

vinaigre ou des bactéries acétiques so é{ o “&rﬁ c’/ QPMM \
. e s ~ /;ﬁ)(/.)%i (f“'r oy 20,
immobilisées sur des copeaux de héti s %& !
. ”f?“a . /‘f‘:y/ ~
(Flgure 45) Co ‘E;.lx de helre ! f’d‘{

“‘Cﬁ/f
@gﬁ f& 'z r\x

Figure 45 Fabrication du vinaigre par
immobilisation des bactéries acétiques sur
copeaux de bois

L'immobilisation d’'une culture active de bactérigsut par exemple
apporter des avantages dans les processus de fatimence qui lui confere
notamment un intérét pour lindustrie agroalimema(production de yaourts,
fromages, kéfir...). Une autre application de I'imniigltion des microorganismes
est la bioremédiation.

De trés nombreuses études pour la mise en plac@raedés
industriels ont été menées ces dernieres annéedesusystemes immobilisés
synthétiques ou naturels et ont mis en évidencavastages et les inconvénients de
cette techniqueTi@bleau 10.
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Avantages Inconvénients
Haute densité cellulaire d’ou Possibilité de détachement des cellules du
bioconversion plus rapide support entrainant une contamination du
milieu

Protection des cellules : augmentatic  Stabilité mécanique et chimique de certains
de leur stabilité biologique et physiqt supports parfois insuffisante (décomposition
par le produit, dissolution)

Facilité de récupération/de séparatic Possibilité de destruction du support par les
cellules qui proliférent induisant la libération
de ces derniéres

Stimulation de la production et de l¢  Bioconversion parfois ralentie du fait d’'une

sécrétion des métabolites limitation de la diffusion
Stabilité plasmidique Codt élevé a grande échelle
Modification possible du métabolism Modification possible du métabolisme

Résistance a la contamination
Réutilisation possible du support et ¢
cellules immobilisées
Travail en continu

Tableau 10  Avantages et inconvénients desitgebs d'immobilisation des cellules (Junter et
Jouenne, 2004)

IV.3 Les techniques d'immobilisation

L'immobilisation des cellules peut s’effectuer el diverses
méthodes : I'adsorption ou I'attachement a un stpp@formé, l'inclusion dans des
matrices poreuses, la rétention derriere des merabrat la floculationRigure 46).

Il'y a également la technique de cross-linkingaprisiste a attacher les cellules entre
elles par des liaisons chimiques en utilisant destifs de type glutaraldéhyde, mais
cela reste une méthode peu utilisée.
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|Ee|lules immuobilis&as vivantes

Attachées 3 lasurface Inclusion dans Immobiliation Flaculation
des matrices poreuses darrigre une b arriére
Adzarplion Adsarption Ineluzion Support Aggrégation Aggrégation
naturelle induite dans gel préformé naturelle in duite
artificiellem ent artificiallement

Adhésion
Biofilms

Figure 46 Classification des techniques d'immohiiisn adaptée de Willaert et Baron 1996

IV.3.1 Adhésion a un support

Cette technique d'immobilisatiorfrigure 47) est basée sur la facilité qu’ont
les cellules a coloniser une surface solide etyadgvelopper. Dans un premier
temps, grace a un phénomene de transport actidsaifpla bactérie entre en contact
avec une surface. La deuxieme étape consiste eadlrésion bactérienne d’abord
réversible par le biais notamment de forces élstitimues et de Van der Waals puis
de maniére irréversible grace a des liaisons cotedeavec notamment la synthese
d'exopolysaccharides. Les phénoménes d’adhésianrégulés, d'une part, par la
présence d'organelles de surface bactérienne filbriae, curli) et d’adhésines,
d’autre part, par les conditions physico-chimiquesla surface d’adhésion et les
conditions physico-chimiques environnementales geHhpérature,.). La troisieme
étape correspond a larrivée d’autres bactériesutedsant a un regroupement
bactérien qui constitue des micro-colonies permetla cohésion du biofilm. La
quatrieme étape est une étape de maturation etéthchdément. Cette phase
correspond a l'organisation du biofilm dont la sture est complexe : micro-
colonies de bactéries reliées entre elles par wlestwres filamenteuses constituant
un réseau au sein duquel se développent des caramettant une circulation et des
échanges de nutriments et d’oxygene. A la phasendwirité du biofilm, des
bactéries peuvent s’en détacher pour retourneréiatl’planctonique en vue de
reformer un biofilm a distance caractérisant aiiésat dynamique du biofilm. Cette
structure complexe du biofilm Iui permet de résiséeix agressions physico-
chimiques externes (Junter et Jouenne, 2004kidiare 48 montre le mécanisme de
formation d’un biofilm.
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Figure 47 Immobilisation a la surface d’'un suppo& méthodes (Kourkoutas et al., 2004)
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Figure 48 Formation de biofilmnww.ifremer.f)
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Nous pouvons citer quelques exemples de supporesup solides
utilisés frequemment : le verre, la céramique,i€ainoxydable, le caoutchouc de
silicone. Pour des supports non poreux, 'immshtion des cellules se fait grace a
la formation naturelle d’un biofilm ce qui signifigue l'utilisation de ce type de
support n’est pas propice a tous les microorgargsi@eoboillot et al. (1994) ont par
ailleurs montré que le biofilm peut se sépareruwfpsrt lorsque les interactions sont
faibles.

La diffusion du substrat et par conséquent saipoaibilité posent
moins de difficultés dans le cas de I'immobilisatipar adhésion sur un support que
lors d’une immobilisation par inclusion dans dedrnas poreuses. Autre avantage
de cette méthode, les supports utilisés sont gsistants aux forces de cisaillement
et de compression produites par l'agitation darss Heréacteurs et permettent
généralement une stérilisation par la vapeur. leex gbrincipaux aspects négatifs de
cette méthode par rapport a I'inclusion dans delicea poreuses sont la moindre
densité cellulaire et le probleme du détachemewtdteles.

IV.3.2 Inclusion dans des matrices poreuses
Le procédé d'inclusion dans une matrice porelsgufe 49 est le

procédé d’immobilisation le plus répandu, il estteut utilisé dans l'industrie
agroalimentaire.

-

‘.-"":_.--"xl I_.r—“w._'&\ll m Insoiuble carmer
JHEAR A ) [ | Guidihase
0109
[ i | I:l Porous mairix
et R
'-.1‘- {_J-'-n_-// EEEmEEE Mcoroporous membrane
H,________ ss—  Sifunctionz! reagent
Entrapment within a {oross-inker)
POroUS Mairs i i i i E Electrostatic forces

Figure 49 Inclusion dans une matrice poreuseuftkoutas et al., 2004)

IV.3.2.1 Inclusion des cellules dans un gel

Les cellules sont piégées par gélification d'uneatrioe
polymere poreuse permettant le transport des sibst des produits, constituée de
gels de polysaccharides, de polymeéres naturelsg/dpalamide) ou de protéines.
Lorsque l'application est pour I'alimentaire, ceslsgne doivent présenter aucune
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toxicité. Les plus couramment employés sonk-4earraghénane et l'alginate pour
leur faible codt, leur biocompatibilité et leursopriétés mécaniques, mais nous
retrouvons également la gomme de gellan, 'agadasgélatine et le chitosan. Les
billes de gel peuvent étre obtenues selon diversaoies :
#  par extrusion
#  par émulsion suivie d'une étape de solidificatioefrbidissement ou ajout
d’un gélifiant)

Dans le cas de la méthode par extrusion, uneisolliquide de
polymére mélangée aux microorganismes est extrpdéeine seringue engendrant
des gouttes sphériques qui tombent dans une soldéadurcissement. Dans le cas
de la méthode par émulsion, la solution aqueusepalgmere mélangé aux
microorganismes est dispersée dans une phase qugathbnnant une émulsion eau
dans huile. Les gouttes dispersées sont alors edusmnit par abaissement de la
température soit par ajout d'un gélifiant. La tegue de I'émulsion permet
d’obtenir des billes de plus petit diamétre que grusion et est plus propice a la
production industrielle a grande échelle. Ces ptésé@nt été détaillés p&roboillot
et al. (1994).

IV.3.2.2 Inclusion des cellules dans un support préforme

La matrice d'immobilisation est ajoutée en débaifermentation. Les
cellules diffusent dans les espaces libres du stypois elles s’y développent. Afin
d’obtenir des densités de biomasse élevées, dgmrssipde haute porosité sont
préférables car ils permettent aux microorganisnaésccéder aux surfaces
intérieures et extérieures. Le diametre idéal aeepest celui pour lequel les pores
sont assez grands pour permettre la diffusion etdessance des microorganismes
dans la matrice mais aussi suffisamment petits moopécher la libération des
cellules en croissance. De fortes concentrationsceldules immobilisées de
Lactobacillus rhamnosu®nt été obtenues par ce moyen lors de la productio
d’exopolysaccharides (Bergmaier et al., 2003).

IV.3.3 Cellules immobilisées derriere une barriere

Le maintien des cellules derriere une barri€igyre 50) peut se faire
soit par l'utilisation de filtres avec une membranieroporeuse, soit par le piégeage
des cellules dans une microcapsule, soit par imimabon des cellules sur une
surface d’interaction entre deux liquides non niss (Kourkoutas et al., 2004).
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Figure 50 Cellules immobilisées derriére unerigsie (Kourkoutas et al., 2004)

L’'avantage de ces systemes dimmobilisation estqlentité de
biomasse qu’ils permettent de mettre en oeuvrentgaa7 a 10 fois plus élevée
gu’en batch classique (Prigent et al., 1988). Bramehe, les plus gros inconvénients
présentés par I'immobilisation des cellules entge thembranes microporeuses sont
la limitation de transfert de masse (Lebeau et &P98) et la possibilité
d’encrassement des membranes due a la croissasceltides.

Cette technique d'immobilisation est limitée selon rapport du
Cemagref émis en 2004 : ses applications concepramtipalement le traitement
d’effluents industriels et domestiques pour desesilne dépassant pas 200000
habitants. En effet, elle permet de traiter seutdrde faibles quantités d’effluents et
demande une consommation d’énergie importante gouer le colmatage des
membranes (aération par grosses bulles). Il estaplaurs essentiel de nettoyer
régulierement le systeme avec de I'eau de Javellptiar contre I'encrassement des
membranes car ces membranes ont un codt élevéupeudurée de vie limitée a
seulement 7 ans environ. L'utilisation de ces mast est encore limitée en France
mais la technique s’avere prometteuse car le cegihtembranes diminue.

IV.3.4 Floculation

Le procédé de floculationFigure 51) est utilisé dans les stations
d’épuration. Lorsque de lair est injecté dans dmad sale, il se développe
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rapidement une communauté bactérienne qui se hderdtomposeés organiques. Ces
microorganismes croissent, s’agglomerent et fimsspar former des «flocs
bactériens » qui sédimentent des que l'aérationaesitée. La floculation peut
effectivement étre considérée comme une techniguemdbilisation puisque la
taille importante des aggrégats formés permet uitisation potentielle dans des
réacteurs. Cette faculté a former des aggrégatshestvée chez les moisissures, les
champignons et les cellules végétales. Des agenftoculation artificiels peuvent
eégalement étre utilisés pour améliorer I'aggrégatans des cultures cellulaires qui
ne floculent pas naturellement.

Matural flocculation Artihicial flocoulabion
(Aggregation) {zross-linking)

Figure 51 Cellules immobilisées par floculatigdourkoutas et al., 2004)

IV.4 Immobilisation des cellules dans un gel d’alginate

Notre choix de technique dimmobilisation s’est rtgo sur
I'encapsulation des bactéries dans des matricesupes et plus particulierement
dans un gel polymérique d’alginate. C’est une taplnrelativement facile a mettre
en place et peu colteuse. La littérature montreapkaurs qu’un certain nombre
d’études ont déja été réalisées avec ce procéttinat des résultats prometteurs.

IV.4.1 L’alginate

IV.4.1.1 Généralités

L'alginate ou les alginates sont des polysacckarlohéaires contenus
dans les laminaires, genre d’algues brunes. Cepasids forment des gels durs et
thermostables. lls sont largement employés commditifsd par l'industrie
agroalimentaire dans le cadre, par exemple, declanstruction des aliments comme
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les cordons bleus, le jambon, le poisson pané mteald une texture onctueuse aux
cremes glacées et aux sauces. Leurs proprietéselsvd’ émulsifiants, de gélifiants,
d’épaississants et de stabilisants en font des oséspégalement présents dans
I'industrie des cosmétiques, des peintures et deses d’imprimerie. Leurs qualités
hypoallergéniques sont intéressantes pour le danamédical ou ils trouvent
diverses applications. lls sont parfois employéarptencapsulation de principes
actifs ou de substances biologiques fragiles (eesymmicroorganismes). Les
dentistes les utilisent pour prendre des empreidezgaires et ils entrent dans la
composition de certains pansements de cicatrisélioaisiTE M®, ALGOSTERIL®).

D’un point de vue chimique, l'alginate est un clyprere constitué de
deux acides uroniques : I'acide mannuronique etdeguluronique qui peuvent étre
associés dans difféerentes séquendegufe 52). Ces deux acides possedent des
propriétés tres intéressantes qui conféerent awealglont ils composent le squelette,
a la fois leur force et leur flexibilité. L’acide-Bannuronique (M) a la propriété
d’étre mou et souple contrairement a I'acide L-guhique (G) qui a un caractere
ferme.

Figure 52  Copolymeére d’alginate constitué dentés d'acide guluronique et de 2 unités d'acide
mannuronique

Les polymeres isolés de différentes algues om bie difféerentes
parties d’'une méme algue peuvent présenter diffésestructures constituées du
méme monomere (M-M-M-M ou G-G-G-G-) ou de difféeassemblages des deux
monomeres -M-M-G-M-G- par exemple. Il apparait déucent que le rapport entre
le nombre d’unités G et le nombre d’'unités M coafdes propriétés différentes aux
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alginates. Les acides mannuroniques et guluronigaesent également étre liés par
des ions divalents tels queCa

L’alginate peut étre soluble ou non selon la reatdu sel associé.
Ainsi, les sels de sodium ou d’autres métaux alsadiont solubles dans 'eau alors
que les sels de cations polyvalents ne le sont pabexception des sels de
magnésium. C’est donc d’apres ces propriétés qétmntiéveloppés les procédés de
gélification.

IV.4.1.2 Inclusion des cellules dans des billes d’alginate

L'alginate le plus couramment utilisé parce quespdnible
commercialement est l'alginate de sodiufig(ire 53).

My

G('Cy) M('C,) M('Cy)
ci-1,4 oi-1.4 B-1.4 B-1.4

G('Cy)

Figure 53  Alginate de sodium

L’alginate forme un gel lorsqu’il est mis en sabut avec des cations
di- et polychargés a I'exception de fgLes cations monovalents n'induisent pas de
gélification ; les cations Ba et SF* produisent quant & eux des gels d'alginate trés
résistants. Le cation &aest le plus souvent utilisé ; lorsqu’il est mis ssiution
avec de I'alginate de sodium, il s’échange avexdews Nd et se coordine avec les
groupements hydroxyle des unités G de l'algin&igure 54). De cette maniere, la
résistance du gel dépend du nombre d'unités G meEsedans le polymére par
rapport au nombre d’'unités NFigure 55).
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Figure 54 Coordination d’'un cation Ghavec deux unités d’acides guluronique
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Figure 55 Mécanisme de gélification de I'alginasité www.genialab.de)

Pour encapsuler les microorganismes dans less hilll@lginate, les
cellules sont mélangées a une solution d’alginatsadlium puis le mélange est versé
goutte a goutte dans une solution de chlorure éuoa

IV.4.2 Exemples d’étude de dégradation par des souches
immobilisées sur gel d’alginate

De nombreuses études de dégradation employantpriesessus
d'immobilisation sur gel d’alginate sont décritemd la littérature. En 1998, I'équipe
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japonaise de Suzuki publie des travaux sur la dégien des hydrocarbures par la
micro-alguePrototheca zopfiimmobilisée dans des billes d’alginate de calcjuen
méme année, les Indiens Manohar et Karegoudar JJ@48ient leur étude sur la
dégradation du naphtalene par la soueseudomonaBlGK 1. Citons également les
travaux de Santos et al. (2001) sur la dégradationphénol par la souche
Trichosporonsp. LE3 et ceux d’Abou Seoud et Maachi (2003)lautégradation du
naphtaléne paPseudomonadNous allons détailler celle menée en 1998 pauijge
japonaise de Mukerjee-Dhar (1998) et qui se rap@ate notre cas puisqu’il s'agit
de la dégradation des PCB (Polychlorobiphényles) lpasoucheRhodococcus
opacusTSP203 immobilisée dans des billes d’alginate.

Dégradation de PCB par des cellules de@hodococcus opacusSP203
encapsulées dans un gel d’alginate de calcium

Les PCB ou polychlorobiphényles sont des mélamgesplexes de
composés synthétisés par chloration directe d’uryamo biphényle appelés
congéneéres. lls ont été produits entre les ann@éet 80 pour des applications liées
aux transformateurs électriques et aux appareildraojiques industriels. lIs
posseédent des propriétés remarquables en matiéodation électrique, de stabilité
thermique, de lubrification, et de résistance aw. f&u début des années 1980,
lorsqu’il est apparu que les PCB présentaient umgela pour I'homme et pour
I'environnement, l'industrie prit elle-méme I'ingtiive d’arréter leur production. En
1985, [I'Union Européenne officialise l'arrét de laroduction et de la
commercialisation des PCB. Depuis 1996, une noeMvélne de conduite a été
adoptée et vise a I'élimination progressive deRES avant 2010. Leur élimination
doit étre contrélée et garantie par des entrepagesées par les autorités.

Peu de micro-organismes sont capables de dégteslePCB. La
bactérie Rhodococcus opacu§SP203 s’attaque a une large gamme de PCB et
jusqu’a des concentrations importantes (150 pg/mKaheclor 30d)lorsqu’elle est
placée dans des conditions aérobies. Considérgmbténtiel d’utilisation de cette
souche soit dans des réacteurs, soit directememtesusites contaminés, Mukerjee-
Dhar et son équipe ont encapsulé les cellules dassbilles d'alginate et ont
comparé la dégradation des PCB par cette souckeletion et immobilisée, a une
concentration initiale en PCB de 20 pg/mL. La dédgtmn du Kaneclor 300 et du

! Kaneclor 300 : PCB contenant 42% de chlore
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Kaneclor 400 par les bactéries en suspension ou immobiliséeseptent des taux
similaires : 81 % pour le Kaneclor 300 dans lesxdeas (cellules en suspension et
cellules immobilisées), quant au Kaneclor 400, 5%8ar les cellules libres et 54%
pour les cellules immobilisées. En revanche, laratiaion du Kaneclor 56Cest
meilleure lorsque les cellules sont en suspensiBPo] que lorsqu’elles sont
immobilisées (22%). D’'un point de vue qualitati§ tégradation des différents
congénéres presents dans le Kaneclor 300 et dadenksclor 400 est similaire pour
les deux systemes. Dans le cas du Kaneclor 500,ddgradation des
trichlorobiphényles et des tétrachlorobiphényldsgagentique pour les deux systemes
mais la dégradation des pentachlorobiphénylesupstrieure dans le cas des cellules
en suspension.

Le recyclage des cellules immobilisées et desllesllen suspension a
eégalement été etudi€igure 56).

% Dagradahon

Mumber af usas

Figure 56 Recyclage des cellulesRlizodococcus opacusSP203 immobilisées et en
suspension pour la dégradation de 100 pg/L de Kian@©0. Pourcentage de dégradation du
dichlorobiphényle (7), du trichlorobiphényle 4), du tétrachlorobiphényle®) et du
pentachlorobiphényle#) par les cellules immobilisées ; pourcentage dgradation du
dichlorobiphényle ), du trichlorobiphényle &), du tétrachlorobiphényle®) et du
pentachlorobiphényle®) par les cellules libres

! Kaneclor 400 : PCB contenant 48% de chlore
2 Kaneclor 500 : PCB contenant 54% de chlore
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Entre chaque cycle, les cellules sont incubées damsilieu de réactivation
pour restaurer leur biodégradabilité ; I'ajout @ddcm est essentiel pour maintenir
la stabilité du gel d’alginate. LRigure 56 montre que les cellules en suspension ne
peuvent étre utilisées qu’une seule fois alors lgaecellules immobilisées peuvent
étre réutilisées trois fois avec, toutefois, uneefaiminution de leur efficacité. Au
bout du second cycle, la capacité des bactérieobitisees a dégrader les dichloro-,
les trichloro- et les tétrachlorobiphényles a repement été réduite de 25, 36 et
70%, quant aux pentachlorobiphényles, ils ne slust g¢gradeés.
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V  RMN INVIVO

V.1 Généralités

L’étude de [Iétat physiologiqgue et du métabolismdes
microorganismes peut étre meriéevivo par la technique non invasive de RMN.
Cette approche présente différents avantages ogigsrpar Grivet et Delort (2008).
Le premier avantage est qu’elle permet a l'utibsatde suivre I'expérience en temps
réel et de prendre des décisions sur le champ coswlaggter, modifier ou améliorer
le protocole. Le second avantage est que chacursgbedres acquis provient du
méme échantillon. Le troisieme avantage importasit e contrairement aux
extraits cellulaires ou nous perdons de l'informiatsur certaines molécules comme
les polymeres intracellulaires de type glycogengaolyphosphates, la RMM vivo
réalisée sur les microorganismes entiers permed aifavoir acces a toutes ces
données.

La technique de RMNin vivo montre en revanche certains
inconvénients. Tout d’abord, les signaux sont pllaéges (30 a 50 Hz) du fait de
I'hétérogénéité de [I'échantillon; cette mauvaisésotution entraine la perte
d’'informations, c’est le cas par exemple des sigrndes sucres phosphate lorsqu’il
s’agit de RMN du phosphore. Un deuxieme inconvéniemcerne la concentration
en métabolites a l'intérieur de la cellule qui déite suffisamment importante pour
donner un bon rapport signal/bruit. Un troisiemeomvénient est la présence
d’espéces ionigues paramagnétiques au sein déukeceles sites actifs de certaines
enzymes contiennent par exemple des ion$'8nFeé* — qui peuvent modifier la
valeur duT, (temps de relaxation transversale). Enfin, réalisgee expérience de
RMN in vivo signifie réunir les conditions nécessaires poum&ntien en vie des
microorganismes le temps de I'expérience, qui patbis durer plusieurs jours.

V.2 Mise en place d’'une expérience de RMM vivo

Le dispositif requis pour réaliser une expériedeeRMN in vivo et
donc maintenir les cellules dans des conditionsiphggiques normales peut étre de
deux types: soit le systéme permet d’apporter’@g bu du CQ aux cellules
(respectivement aérobies ou anaérobies), soitdse permet la circulation d’un
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milieu liquide entre le tube placé dans la sondé&gtérieur, dans ce cas, le systeme
est dit perfusé (Grivet et Delort, 2008).

V.2.1 Systemes non perfusés

V.2.1.1 Systeme pour des cellules anaérobies

Travailler avec des microorganismes anaérobies, pdus
particulierement strictement anaérobies, est géréemt délicat mais pour les
études de RMNin vivo, cela présente un avantage. En effet, les cellsted
entassées dans le tube RMN et sont donc déja desiscanhditions de forte
anaérobiose. Il suffit ensuite de travailler sotmasphere de COet de fermer
hermétiquement le tub&igure 57).

NMR plastic ca| 1 0 mm diameter
NMR tube

Teflon tube

Rubber cap I . ! { Sealed 1Imm diameter

U capillary

2.2 ml of
<4——benzene
cell suspension :
Figure 57 Systéme utilisé pour faire une étude EINK'C de la bactérid=ibrobacter

succinogenefGrivet et Delort, 2008)

V.2.1.2 Systeme avec des cellules aérobies

Il est plus difficile de travailler en aérobiosmr un systéme
d’alimentation continue en fest nécessaire. Le dioxygene injecté peut alors
perturber l'analyse RMN : d'une part, par la ped#homogénéité du champ
magnétique causée par la présence de bulles dtaljaart, parce que I'Oest une
espece paramagnétiqugdure 58).
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Glucose
injection

Liquid volume = 6 mL

To gas supply

e
o Overflow tube

Figure 58 Systéme mis en place i
pour une étude RMN en condition aérobi e
(Grivet et Delort, 2008) 2mm o Stabilizers
zzz":uzzz

o 10 mm
% 15 mm | § RF detection
N

~+—10 mm=*

V.2.1.3 Les bioréacteurs

Le manque de sensibilité de la RMN demande daitlar avec des
concentrations en cellules importantes afin d’évitavoir des temps d’analyse trop
longs. Cependant, centrifuger et concentrer lekilesl peut parfois entrainer des
modifications physiologiques. Un réacteur cyclonecaune membrane permettant
aux cellules de croitre dans I'aimant est une swiumise au point par Hartbrich et
al. (2000) et par Gonzalez et al. (2000) pourligratle problémeKigure 59).

gas fermentation broth

A 1 _}ev;l electrode B
ol . T microfiltration
acid, base = == filtrate
fermentation broth
gas feed ) i bleed
aecration
air (0) - o alr (CO4)
eyelone NMR-
yelens spectrometer
reactor
_h.a.affic cone
NMR
measuring
.Chi.lrnl:!er )
Figure 59 Réacteur cyclone (A) et son insertionsd@nspectrométre RMN (B) (Grivet et

Delort, 2008)
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V.2.2 Systeme perfusé

La circulation d’un milieu physiologique dontpél et I'apport en gaz
(O2 ou CQ) sont contrdlés permet aux microorganismes deserplusieurs jours a
I'intérieur de I'aimant Figure 60). Ce systeme présente la possibilité de modifier
eventuellement la composition du milieu circulaans arréter I'expérience. C'est en
revanche un systeme délicat a mettre en place yiieg débits doivent étre réglés
minutieusement pour éviter tout incident de débmreld a I'intérieur de I'aimant.

Si la circulation des cellules avec le milieu st'@as souhaitée, les
cellules peuvent étre immobilisées sur une masudigle et ainsi étre confinées dans
le tube placé dans la sonde RMN. Différents typessdpport d'immobilisation
peuvent étre utilisés, parmi eux les gels d’agaresebilles d’alginate et les gels de
silice.

DISCARDED
MEDIUM
FINE FILTER
il _CELLS IN BEADS
Figure 60 Systémes de perfusion utilisés pourdiétde cellules d&spergillus niger

encapsulées dans des billes d’'alginate (A) Esdherichia colencapsulées dans des billes d’agarose
(B) (Grivet et Delort, 2008)

V.3 RMNdu3P

Le 3P qui a une forte abondance (100%) est donc gé&méeail
facilement observable en RMN.
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V.3.1 Paramétres détectables par RMN'P in vivo

La RMN 3P permet de voir les métabolites mobiles et abatsdet
de mesurer le pH intracellulaire. L€ableau 11 rassemble les déplacements
chimiques des métabolites phosphorylés détectabieRMN>'P.

Métabolites Déplacement chimique (ppm)
Fructose-1,6-bisphosphate 4,47 (R) et4,30 (B
a-G6P 4,91
B-G6P 4,91
6-phosphogluconate 4,75
Glycéraldéhyde-3-P 4,71
Glycérol-1-P 4,69
NAc- B -glucosamine-6-P 4,62
NAc-a-glucosamine-6-P 4,6
3-Phosphoglycérate 4,51
Glycérol-2P 4,31
AMP (adénosine monophosphate) 4,00
2-Phosphoglycérate 3,91
Ribose-5-P 3,86
Fructose-6-phosphate 3,74
phosphoryléthanolamine 3,44
P-chol 3,28
2,3 Diphospho-glycérate 3,21
Pi 2,65
NAc-galactosamine-1-P 2,35
NAc-glucosamine-1-P 2,2
Tyrosine-O-P 0,8
Phosphoénolpyruvate -0,83
v- ATP - 5,58
B- ADP -6,73
a- ADP -10,21
a- ATP -10,32
NAD -10,62
a- UDPG -11,19
B- UDPG -12,65
B- ATP -19,33
polyphosphates -22,50

Tableau 11 Déplacements chimiques de métabolitespbiorylés détectables par RMN &P
— valeurs données pour un pH neutre (d'aprés Fa96)
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Le déplacement chimique du phosphate inorganiquepdPmet
d’accéder a la valeur du pH intracellulaire. Emike= 2,1 et 7,2, le Pi existe sous la
forme monovalente et entre pH = 7,2 et 12,7, ilsixisous la forme divalente
(Figure 61). Les signaux correspondant aux protons de ces ftemes ont des
déplacements chimiques dont la valeur differe 8gopm Eigure 62).

HsPO, H,PO, HPO,* PO,

Figure 61 Formes du phosphate inorganique en fonadu pH

Lorsque le pH est proche de 7,2, les deux forsoes en équilibre.
L’échange du proton étant trés rapide'&3), un seul signal est observé et la valeur
de son déplacement chimique dépend directementa®sentrations relatives en
chacune des deux formes. Or, les concentratiort$,Bf0, et HPQ? dépendent du
pH intracellulaire. Par conséquent, le déplacenstithique du signal du Pi est un
indicateur du pH intracellulaird={gure 62).

9.5
9
8.5
8
I7.5
e 7
6.5
6
55

5 +~+—++++++++++++++++++t+++++t++++

0 0.5 1 15 2 25 3

3 (ppm)

Figure 62 Variation du déplacement chimique durfPfanction du pH - Expérience realisée
avecRhodococcus rhodochrous

V.3.2 Exemples d'études réalisées par RMR'P in vivo

Dans la littérature, la RMN du phosphore a notaminété utilisée
pour suivre les changements d’état énergétiquerdg®organismes lorsqu’ils sont
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soumis a des modifications de leur environnemena alifférents stress (nature du
substrat, oxygénation, lumiére...). Tout d’abordRMN du>'P permet d'évaluer ces
changements métaboliques en mesurant le pH et deseotrations en ATP,
molécule clé du vivant. Parmi les exemples de t&eréture, il y a celui de
Saccharomyces cerevisiaePichia stipitis(Lohmeier-Vogel et al., 1996), des boues
activées (Lemos et al., 2003@ymomonas mobiligle Graaf et al., 1999) klansuela
polymorpha(Jones et Bellion, 1991). L'équipe de Gonzalez (808 étudié par
RMN 3P in vivo linfluence de la réduction d'apport en oxygéne zhe
Saccharomyces cerevisiddn autre exemple intéressant est le couplage &N
3p et RMN N pour suivre le métabolisme de l'azote par le spmbAlnus
incanatra-Frankia (les bactéries Frankia sont situées dans leslemdacinaires de
l'aulne, elles fixent 'azote atmosphérique etderhissent a la plante). Les nodules
racinaires ont été perfusés directement dans ltaifhkaindberg et Lundquist, 2004).

Les marqueurs pH et ATP peuvent également étaduéwy lors de
I'exposition & des composés toxiques exogénes gidlee RMN *'P in vivo. Par
exemple, la modification du métabolisme énergétigae des polluants comme le
pentachlorophénol chegphingomonas chlorophenoli¢gaohmeier-Vogel, 2001) ou
comme la tellurite chez la bactéischerichia colilLohmeier-Vogel et al., 2004) a
éte étudiée. La modification des gradients de pHpedsence d’antibiotiques
ionophores comme la monensine cl8treptococcus faecali®elort et al., 1989 ;
Rabaste et al., 1992) et 'amphotericine B clandida albicansgRabaste et al.,
1995) ont été suivis par RMAP in vivo. Dahan-Grobgeld et son équipe (1998) ont
mené une étude intéressante au cours de lagaaltdi était exposée a un agent
mutagene. Les cellules ont été observ@esvo alors que le systéeme réparait ’ADN
endommagé. Les auteurs ont montré que dans cesitionad les cellules
maintenaient leur niveau d’ATP constant.

Enfin, les polyphosphates peuvent également rsdividicateurs des
changements environnementaux et peuvent étre étpdiéRMN>'P in viva. Une
série de publications de I'équipe de Kjeldstad idéat I'influence des irradiations
UV (Kjeldstad et Johnsson, 1987 ; Kjeldstad et 4P91) et des traitements
hyperthermiques (Kjeldstad et Johnsson, 1989) sar nhétabolisme des
polyphosphates par une bactérie de la peau semslbl@&umiérePropionibacterium
acnes L’équipe de Packer (1987) a étudié les effets sels sur la bactérie
Cyanobacterium synechococcgsi vit en eau fraiche. Les polyphosphates sont
€également importants pour les microorganismes qupb dans I'élimination du
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phosphore dans les stations de traitement des eamme le montrent Timmerman
(1984) et I'equipe de Florentz (1984). L’'équipe Bleswell (1999) a étudié I'effet
des meétaux lourds et d'autres conditions envirorergales sur le métabolisme
anaérobie des phosphates cleinetobacter johnsoniiCette souche présente un
potentiel pour la biorémédiation des eaux contewniast métaux lourds. Pour citer
d’autres travaux, Nishikawa et son équipe (2008)ébndié par RMN'P in vivo le
métabolisme des polyphosphates chez I'al@iidamydomonas acidophil&T-1
soumise a un stress phosphate.

Nous détaillerons ci-aprés I'étude concernanfllience de la tellurite
surE. coli (Lohmeier-Vogel et al., 2004) ainsi que les travda Hesse et son équipe
(2000) sur la mesure du pH intracellulaire par RMN*'P chezAspergillus niger,
ces deux études présentent, en effet, beaucoufgr@inet de similitudes avec la
notre.

V.3.2.1 Etude RMN %P in vivo de la toxicité de la tellurite chezEscherichia
coli

En 2004, I'équipe de Lohmeier-Vogel a étudié dxidité de la
tellurite' sur la bactérieEscherichia coliHB101 par RMN du®P en suivant
I'évolution au cours du temps de parameétres imptstalu métabolisme (pH,
ATP...). La présence d’'un seul signal ou de deuxasigrde Pi a permis d’estimer la
présence ou non d’'un gradient de pH transmembmanrags taux d’ATP et de sucres
phosphate bien résolus ont également été suiviars du temps. Deux types de
bactéries ont été étudiées : la premiére souckendirmale, contenant un plasmide
pUC8 ne montrant pas de résistance a la tellisjiectre dé'P RMN Figure 63) et
la seconde souche, dite mutante, contenant lerdiéinttehAB responsable de la
résistance a la tellurite. Les expériences ontésdbsées avec la tellurite d’une part,
avec la sélénifed’autre part, ainsi qu'avec des bactéries ayanpasiun apport en
glucose.

! tellurite : forme oxydée du tellurium (Te), ellgaur formule Te@. Elle est fortement toxique pour
la plupart des microorganismes, notamment j@aherichia colidont elle épuise les réserves
intracellulaires en thiols réduits

% sélénite : forme oxydée du sélénium (Se), ellewr formule Se@*. Le Se et le Te appartiennent
au méme groupe chimique. La sélénite n’est pasjt@pourEscherichi coli
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Figure 63 Spectre de RMRP (800 scans) d’E. coli HB101 sensible & la teteir spectre

aquis environ 25 minutes apres I'ajout de glucosP- sucres phosphomonoester, PDE :
phosphodiesters, UDPG : uridine diphosphoglucod&? Aadénosine triphosphate, Pi : phosphate
inorganique, NADP : nicotinamide adénine dinucl@etphosphate (Lohmeier-Vogel et al., 2004)

Le suivi par RMN3'P de chacune de ces expériendeigure 64,
Figure 65 Figure 66) a permis d’observer l'acidification significativéu pH
intracellulaire suite a I'ajout de tellurite aingile la disparition du gradient de pH
transmembranaire. Le taux d'ATP a également chutdmé&diatement et
parallelement au pH.
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Figure 64 Evolution du déplacement chimique dudigiu Pi avec le temps chEscherichia
coli, souche sensible. Cercles pleins, témoin ; ceralesis, cellules en présence de tellurite ; carrés
ouverts, cellules en présence de sélénite. (Lohriveigel et al., 2004)
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Figure 65 Evolution des aires d'intégration desnsigx dys-ATP avec le temps chez

Escherichia colisouche sensibla® : témoin ; O : cellules en présence de tellurité]: cellules en
présence de sélénite. (Lohmeier-Vogel et al., 2004)

P. (int)
P, (ext)

Figure 66 Région des phosphates inorganiques -ité(A9; cellules en présence de tellurite
(B); cellules en présence de sélénite (C) - (Lokm¥€bgel et al., 2004)

Les expériences réalisées avec les bactériesntagtant donné les
mémes spectres que les témoins prouvant qu’efeautnt le déterminartehAB
protége bien les microorganismes du caractére uexitg la tellurite. Il a été prouvé
que le génetehA code pour une protéine membranaire capable deereies
composés ammonium quaternaire et que le gghri®code pour une protéine capable
de se lier a la tellurite. Les données obtenued'@gquipe de Lohmeier-Vogel vont
dans ce sens et suggérent un mécanisme par legtelurite serait méthylée puis
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rejetée de la cellule. Une autre observation ingmet a été faite d’aprés I'étude
réalisée sur les extraits cellulaires et conceatesénce d'effet de la tellurite sur les
sucres phosphomonoesters.

V.3.2.2 Mesure du pH intracellulaire par RMN du *'P chezAspergillus niger

La RMN du®'P a été utilisée par I'équipe de Hesse (2000) poivre
les valeurs du pH cytoplasmique et vacuolaire chespergillus niger Ce
champignon filamenteux est tres utilisé dans I'stde pour la production d’acides
organiques notamment l'acide citrique et l'acidecgnique. Les conditions sous
lesquelles ces biosynthéses se font ne sont paesclaais varient suivant le pH
intracellulaire : les protéines sont sensibles Huep I'activité des enzymes clés en
dépend directement. L’équipe de Hesse a donc kuiviesure du pH intracellulaire
chezAspergillus nigepar RMN du®'P en utilisant un systéme de perfusion.

Pour mener a bien cette étude, ces chercheurgdamst un premier
temps travaillé avec des mycelia libres placés damsbe RMN et perfusé avec un
milieu tamponné (pH = 6,7). Cependant, méme avedélnit de perfusion faible (4
ml/min), les mycélia ont formé un lit compact etsamt compressés passant de 4 cm
de hauteur a 2 cm. Cette compression les a placésdks conditions d’anaérobiose
si bien que les taux d’ATP et d'UDPG ont décru amaement pendant que ceux de
différents sucres phosphoesters impliqués dans dtabulisme anaérobie ont
augmenté. Quant au pH cytoplasmique, il a dimiru&,d a 6,9 en 60 minutes. Suite
aux difficultés rencontrées pour mettre en ceuvseegpériences, I'équipe de Hesse a
décidé d'immobiliseAspergillus nigedans des billes d’alginate de calcium.

L’immobilisation des champignons a permis de dier avec un
deébit de perfusion plus élevé (15 ml/min) permettansi une meilleure oxygénation
et a permis d’obtenir des spectres de meilleurdit§uavec un rapport signal/bruit
plus faible. LaFigure 67 montre les spectres obtenus sur des champigndingsu
pendant 42 heures puis perfusés avec un milieudanga pH = 6,7 et contenant 25
mM de glucose. Cette figure montre des spectredasias sur toute la durée de
I'expérience c’est-a-dire 60 minutes. Un changenwertependant été observé au
niveau du pic de résonance du phosphate inorganwgeeolaire : le pool de
phosphate vacuolaire s’épuise (pic indétectabl@sagb minutes) et empéche la
détermination du pH vacuolaire. Le phosphate vagi®lsert probablement a
equilibrer les taux de phosphates dans le cytomastn de grandes quantités de
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sucres phosphate sont formées. Apres 60 minutgerasion, le pic du phosphate
inorganique vacuolaire réapparait mais n’atteistgan niveau d’origine.
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Figure 67 Spectres de RMN & d’Aspergillus nigeaprés 42 heures de culture et perfusés

avec un tampon a pH = 6,7, saturé en oxygéne dgenant 25 mM de glucose. Les spectres ont été

acquis apres une perfusion de 15 min (A1), de 30(AR), de 45 min (A3) et de 60 min (A4). ( Hesse
et al., 2000)

L’immobilisation des mycélium dans des billesldiaate est donc un
systeme qui permet de travailler en perfusion sgrekpériences de longue durée car

la stabilité mécanique de l'alginate empéche tdwnpmene de compression des
cellules et évite ainsi I'anaérobiose.

V.4 RMN du C

L'information contenue dans un spectre’dD est trés importante du
fait de la large dispersion des déplacements chiesigles signaux et de leur bonne
résolution. L’abondance naturelle i€ est trés faible (1,11%) si bien que la RMN
du *C combinée & I'utilisation de substrats marqués@uest trés utilisée pour
décrire les voies métaboliques du carbone. Ladifiée compte un grand nombre de
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travaux de recherche sur des voies métaboliquesndigiees, en partie, grace a la
RMN du'®C. Le lecteur peut se réferer, par exemple, auneggénérales de Grivet
et Delort (2008), de Grivet et al. (2003), de Pertd Delort (2002) et a I'ouvrage de
Barbotin et Portais (2000), mais aussi a des revplas spécialisées sur le
métabolisme des bactéries lactiqgues (Ramos et28D2) ou surFibrobacter
succinogeneg~orano et al., 2008).

Nous allons maintenant détailler I'exemple deibrobacter
succinogeneknguement étudié au laboratoire SEESIB.

Fibrobacter succinogenesst une bactérie largement présente dans le
rumen surtout lorsque les ruminants ont une aliatemt riche en cellulose. Ces
bactéries dégradent en effet différentes formesetlalose et présentent une grande
facilité a solubiliser les polysaccharides intégr@isx parois végétales. Elles
possedent un systéme fibrolytique tres efficacesmeaur organisation et leurs
caractéristiques catalytiques restent a éluciéfersuccinogenessS85 pour qui la
cellulose est le seul substrat dans la paroi végéthydrolyse en cellobiose et en
glucose qui sont ensuite métabolisés par les eslllbrs de la glycolyse puis
fermentés en succinate, en acétate et en fornlliae&galement été montré que cette
bactérie est capable de stocker de grosses quanitglycogene intracellulaire. Pour
comprendre dans le détail le métabolisme des sderegtte bactérie, la RMN a été
utilisée.

La RMN dans ce cas trés précis, couplée a Batilon de précurseurs
enrichis en®C a permis d’enregistrer des spectres succdssiiso sans détruire les
cellules pour suivre le devenir d’'un atome spéua#iget d’examiner les extraits
cellulaires pour caractériser les métabolites arécision. La RMN dd>C a permis
d'étudier le métabolisme du [£C]glucose chez . succinogenesS85 dans un
premier temps, sur les cellules en repos et danseaond temps sur les extraits
cellulaires. Les spectres de RMRC in vivo présentéstigure 68 ont alors mis en
evidence la synthese de glycogene marqué en poditicomme cela était attendu
mais ils ont montré également la présence de gm®gnarqué en position 6. Le
marquage en position 6 indique qu’il y a une rébdi® de la voie d’Embden-
Meyerhof-Parnass au niveau des triose-phosphatesu(lune isomérisation a lieu)
suggérant la réversibilité de I'aldolase/triose ggtate isomérase comme le montre
la Figure 69. Les auteurs ont montré que 50 % des moléculeglyd®geéne sont
synthétisées apres réversion.
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Figure 68 Spectres réalis@s vivo et mettant en évidence I'utilisation du 13G]glucose par

des cellules en repos @e succinogeneS85 (Matheron et al., 1997)

Un autre cycle métabolique a été mis en évidgroe la premiere
fois chez cette souche de bactéries : le cyclelylitogene. Ce processus consiste en
la synthése et la dégradation simultanées du giyumgc’est pourquoi il est
également nommé « cycle futile ». Un certain nonaeredles joués par les cycles de
substrats sont aujourd’hui suggérés : la génératienchaleur, la régulation des
concentrations en métabolites, I'amélioration deséasibilité pour la régulation
métabolique, le rdle de mécanisme d'échange etalle \wde sécurité (Portais et
Delort, 2002). Les preuves de I'apparition de tsisles ne sont pas faciles a obtenir
parce qu’ils ne générent pas deux-mémes de rdulitn isotopique mais
seulement une dilution isotopique.

La méthode la plus facile pour observer le cyaleglycogéne est
d’incuber les cellules en présence d'un substraigeme soluble (en général, le
glucose) marqué de maniére différente par rappodcanposé stocké. La premiére
approche a été de développer des expériences alikations séquentielles » pour
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suivre simultanément par RMNC in vivo, la synthése et la dégradation du
glycogene. Pendant une premiere période d’incubates cellules en repos sont
incubées avec du [fC]glucose exogéne afin que le glycogéne intracehel
devienne marqué en C1 et en C6 (marquage di ae tymse-phosphate). Ensuite,
les cellules ont été lavées puis incubées avedtC]glucose exogéne. Lors de
cette seconde incubation, la perte du marquagelept@6 et I'incorporation du
marquage en C2 et C5 peuvent étre observées dansités de glycogene, montrant
la disparition (perte de marquages) et la synth@sggparition de nouveaux
marquages) simultanées du composé. Le cycle dwggye a été observé pour
différentes souches du genFebrobacter, indiquant que ce phénomene est une
caractéristique commune du genre.

Une autre approche pour évaluer le cycle du gjgne consiste a
mener des analyses RMRH sur les produits finaux (succinate et acétate).
L'utilisation de [1*°C]glucose exogéne a conduit au marquage des hexose-
phosphates, du glycogéne et des produits finaus ajoe la dégradation ddcC-
glycogene endogene stocké a conduit a la dilutsmopique du pool d’hexose-
phosphates et par conséquent des produits glygogdi particulierement du
succinate qui peut étre utilisé comme marqueur. [@ertenu de la symétrie de la
molécule, si la totalité du succinate dérivait du*¥C]glucose exogéne alors le
pourcentage maximal de succinate marqué en C2 pbétr@ obtenu serait de 25 %.
La fraction de succinate marqué en C2 serait iefée a 25 % si une partie du
succinate provenait difC-glycogéne endogéne. Les auteurs ont montré @sapr
quantification par RMN'H du ratio**C/*°C du succinate marqué en C2, 16 % des
unités hexose-phosphates converties en succinater@ient du glycogéne non
marqué, c’est-a-dire du cycle du glycogene. Latidifuisotopique induite par le
cycle futile du glycogéne a également été estinmanalysant par RMNH 2D le
ratio 13C/*°C d’autres métabolites bactériens, particuliérendest dérivés de sucres
comme le glucose-1-phosphate, le glucose-6-phosplied cellodextrines et les
maltodextrines (Matulova et al., 2001).
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Figure 69 Voies de synthése du succinate et détbae chez Fibrobacter succinogenes aprées

métabolisation de [13C]glucose. (Matheron et al., 1997)



82




MATERIEL ET METHODES

83

Chapitre 3
MATERIEL ET METHODES



84 MATERIEL ET METHODES

| MISE EN PLACE DES EXPERIENCES DE BIODEGRADATION

Les expériences réalisées en batch sont menéssddarerlenmeyers
de 500 ml contenant 100 ml de milieu et fermésypabouchon en coton perméable
a I'oxygeéne. Selon les expériences, les cellules stlisées soit en suspension, soit
immobilisées dans des billes d’alginate. Les exm&es menées en présence de
lumiére sont réalisées dans des erlenmeyers tnampacelles menées a I'obscurité,
dans des erlenmeyers en verre borosilicaté nealdigms passer les irradiations du
visible et de l'ultraviolet.

.1  Culture de Rhodococcus rhodochrous

La souche utilisée est la soucRbodococcus rhodochroudBT18
(voir photosFigure 70), isolée par De Wevaat al. (1997) a partir de boues activées
de la station de récupération des eaux en avalisieé pharmaceutigue BAYER en
Belgique, une usine qui fabrique des benzothiazdlassouche est conservée sous
forme d’aliqguots de 3 ml a -80°C en présence dedgiye (10%) dont le rble est
celui de cryoprotecteur.

Figure 70 Rhodococcus rhodochrous sur milieu TS

Préculture
Un erlenmeyer de 500 ml contenant 100 ml de milleypcase-Soja (TS) est
ensemenceé avec un aliquot décongelé et mis a in@ddea 27°C et a 200 rpm.

Culture
La culture se fait également dans le milieu Trype&eja. Pour produire la quantité
de biomasse nécessaire a un essai, 3 erlenmeygenant chacun 100 ml de milieu

! biotrypcase : 17g — biosoyase : 3g — NaCl : 5gHRO;: 2,59 — KHPO,: 2,5¢g



MATERIEL ET METHODES 85

de culture TS sont ensemencés avec 2 ml de prée(tulture optimale sur 100 ml
pour une meilleure oxygénation) puis agités a 200 pendant 24 h a 27°C. Environ
5 g de biomasse humide sont ainsi obtenus.

Centrifugation

La suspension cellulaire est centrifugée a 8008rglant 15 min, a 4°C. Le culot est
d’abord lavé avec 100 ml d’'une solution de NaCP& Buis est centrifugé dans les
conditions citées précédemment. Un second lavageasé avec 100 ml d'eau de
Volvic®. Le culot est alors récupéré aprés centrifugatimec le milieu de
I'expérience.

.2 Immobilisation des cellules

Préparation de la suspension cellules-alginate

Pour un lot de billes d’alginate, 750 mg d’alginatat places dans 10 ml d’eau de
Volvic® puis stérilisé & 121°C pendant 20 minutes. Letatdorespondant & 300 ml
de culture et préparé comme décrit préecédemmebt  de biomasse humide) est
repris dans 8 ml de NaCl a 8%uis est ajouté a la solution d’alginate. La susjmen
est agitée lentement pendant 10 minutes.

Formation des billes(Figure 71)

Un systeme muni d'une pompe péristaltique
permet I'aspiration de cette suspension puis son
passage dans une aiguille de 0,8 mm de diametre
Des gouttes tombent ensuite d’'une hauteur de 20
cm dans une solution de CaCk 0,2 M. Les
interactions entre les unités d'acides de l'algnat
et le C& conduisent & la polymérisation
immédiate du gel. Les billes de gel ainsi formées
sont ensuite placées a 4°C pendant 1h30 puis
lavées deux fois avec une solution de NaCl a 8%

Figure 71 (en haut) Systéme mis en place pour la
formation des billes d’alginate : a gauche, la g@uo contenant
I'alginate dissous et les bactéries ; au centregiie fond, la
pompe péristaltique ; en premier plan a droitel&Edn contenant
une solution de Cagh 0,2 M — (en bas) bille d’alginate
contenant les bactéries
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[.3 Préparation des milieux de dégradation

Les solutions sont toujours préparées dans I'eiaénale Volvi€ car
sa composition est constante.

Solution de 2-aminobenzothiazole (ABT)

Les expériences sont réalisées avec une concentrti xénobiotique de 0,5 mM.
Une solution mére de concentration 1 mM est pré&drtBABT se présente sous-
forme de poudre blanche. Le composé étant peu Isplidb solution est agitée
pendant 2 jours a I'obscurité.

Solution de FeNTA

Les expériences sont réalisées avec une concentexti complexe de fer de 1 mM.
La solution mére a 2 mM est préparée a I'obscwuatéle complexe se dissocie tres
rapidement a la lumiere. L’acide nitrilotriacétiquna NTA est dissous dans 25 ml
d’eau puis le pH est ajusté a 4 avec de la sougl@ekchlorate de fer est ajouté et la
solution est complétée a 100 mL avec de I'eau. Boafirmer la complexation, un
spectre UV-visibleKigure 72) est enregistré entre 200 et 800 nm. A 260 nmpéi a
= 4, le coefficient d’extinction molaire du compéekeNTA est = 6000 M*.cm™.

3.0

2.5

1

2.0 260 nm, 6000 M t.cm”

[0}
<
g 1.5
o
e
e}
8 296 nm, 3300 M .cm ™
< 1.0 ~
313 nm, 1770 M *.cm ™
0.5
365 nm, 180 M *.cm
0.0 F+—++r++rr T T Tr——r—— Tt ————
200 300 400 500 600
A,nm

Figure 72 Spectre UV du complexe Fe-NTA (concéntra 0,1 mM)
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Solution de FeEDDS

100 ml d’'une solution de FeEDDS de concentratiomM est préparée. L'EDDS
utilisé est une solution a 30% massique dans I'€aut comme pour la préparation
du complexe FeNTA, le pH est ajusté a 4 avec d®lale. Le perchlorate de fer est
ajouté et la solution est complétée a 100 mL awed'ehu. Les spectres UV de
'EDDS et du FEEDDS sont présentés sufigure 73.

304 ,,,,,,,,,, Fe EDDS 0.3 mM
\ ——EDDS 1 mM

Absorbance

Absorbance

T T T |
200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

T T T e T T T |
200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Figure 73 Spectres UV de 'EDDS (1 mM) et du FeERG®S mM)

Solution de Fe-citrate

Le complexe Fe-citratd={gure 74) existe dans le commerce (Fe-citrate + 2,30 H

+ 8% citrate donc M = 287,7 g.ndl Il se présente sous la forme d’une poudre
marron ; trés sensible a la lumiere, il est stodkés un flacon teinté. Il est trés
soluble dans l'eau et la préparation de la solusierfait a I'obscurité. 100 ml de
solution a C = 2 mM sont préparés.

Figure 74 Complexe Fe-citrate
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Solution de FeC}

Le chlorure de fer utilisé est hexahydraté (M =,37@mol). Il se présente sous la
forme de cristaux jaunes. Trés soluble dans l'eais rtrés sensible a la lumiere
eégalement, la préparation de la solution requielscurité. 100 ml de solution a C =
2 mM, sont préparés.

Milieu contenant la goethite

La goethite, ow-FeO(OH) (M = 89 g.mal), se présente sous la forme de particules
solides noires. La goethite est trés faiblementildel dans I'eau. La quantité de
goethite nécessaire pour I'expérience est dispelagée I'eau par I'action d’ultrasons
avant d’étre utilisée. Les expériences menees €epce de fer sont realisées dans
les mémes conditions i.e. en présence du méme eoddmoles de fer soit 0,1
mmol pour 100 ml.

Milieu contenant la magnétite

La magnétite, F©; (M = 231,5 g.mol) se présente sous la forme d'une
nanopoudre brun-noire. Peu soluble dans l'eau, edteégalement dispersée dans
I'eau sous l'action d’'ultrasons avant d’'étre uéks

Milieu contenant l'alginate et R. rhodochrous (étude du métabolisme de
I'alginate par la bactérie)

Une solution d’alginate a 400 mg/l a été prépatéajaitée a 3 g de cellules puis
incubée.

.4 Incubation

L’incubation se fait dans un photo-bioréactdtig(re 75 permettant
de thermostater, d’agiter et d’éclairer les erleyeng. La température est maintenue
par une lampe infra-rouge et un ventilateur tousxamuplés a un thermocouple. Le
réacteur est fait de parois thermoisolantes. L'ende des études de dégradation
sont meneées a 27°C. Les erlenmeyers sont fixétadable d’agitation et agités a
200 rpm. L’agitation permet a la fois I'oxygénatien’homogénéisation du milieu.
Le systéme d'éclairage est constitué de 7 tubesebcents de 15 W TLD PhiliPs
qui émettent ente 300 et 500 nm avec un maximumid&®on a 365 nm. L'intensité
du flux lumineux du systéme d'’irradiation a été orés avec un luxmeétre Testo 545
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pour s’assurer de I'homogénéité de lintensité henise pour les différents
emplacements des erlenmeyers.

Figure 75 Photo-bioréacteur

I.5  Extraits perchloriques

Les extraits perchloriques ont été préparés delpnotocole d’Aubert
et al. (1996). Les cellules (10 g poids humide)tdoes rapidement plongées dans
I'azote liquide puis dégelées, ces deux opératétant répétées plusieurs fois pour
assurer la lyse compléte des cellules. Ensuite,l D'atide perchlorique & 70%
volumique est ajouté a la solution. La suspensiosi abtenue est centrifugée a
15000 rpm pendant 15 minutes et a 4°C. Le surnagesarprélevé puis son pH est
ajusté a 5 approximativement avec du KHG® M. Le surnageant est de nouveau
centrifugé & 10000 rpm pendant 10 minutes a 4°Cr pomlever le KCIQ Le
surnageant est plongé dans I'azote liquide et Ijiggh Le résidu obtenu est dissous
dans 2,5 ml d’eau contenant 10% deODpuis neutralisé a pH = 7,5 avec une
solution de KOH a 5 M et un tampon est ajouté (HERE50 mM). Les cations
divalents, en particulier M# et M¢* sont chélatés grace a I'addition d’une quantité
suffisante de CDTA (acide diaminocyclohexane t&gtque) allant de 50 a 100
umol selon les échantillons. L'élimination de ceatians paramagnétiques est
nécessaire pour I'obtention de signaux fins en RMN.
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.6  Expériences d’émulsification

Afin de connaitre les propriétés émulsifiantes dmctéries, des
expériences d’émulsification ont été réalisées ddifférents solvants d’aprés la
méthode décrite par lyer et al. (2006) : le pentdihexane, le xylene, 'hexadécane
et la paraffine. Le protocole consiste a mélangext 8e solvant organique avec 4 ml
de milieu, a vortexer pendant 3 minutes puis &éaiseposer. Le milieu testé est soit
le milieu d’incubation des cellules apres centritign, soit le milieu de culture total
contenant les bactéries.
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I TECHNIQUES ANALYTIQUES

1.1 Prélevements

Deux prélevements de 1 ml sont effectués pourwhaemps et pour
chaque expérience. Les eppendorfs contenant cemtélins sont centrifugés a
température ambiante pendant 3 minutes a 12500 Lpssurnageants sont placés
au congélateur (-40°C) jusqu'aux analyses. Avardlyae, les eppendorfs sont
décongelés a température ambiante puis de noueednfegés.

[I.2 Analyses de 'ABT, des métabolites et des photoprads
par HPLC

[1.2.1 Analyses par HPLC

Les analyses quantitatives de routine pour détenma concentration
en ABT, en 60HABT et en 4OHABT sont effectuées @aromatographie Liquide
Haute Performance (HPLC). L’appareil utilisé estAgilent 1100 series muni d’'un
détecteur a barrette de diodes. L'ensemble du megsiest contdlé par le logiciel
Agilent Chemstation.

Comme I'ABT et ses deux principaux métabolitest stas molécules
peu polaires, nous avons travaillé en phase invarse la colonne Zorbax Eclipse
XDB-C18 (Agilent Technologies) de dimensions 4,850 mm et de granulométrie 5
pum. Pour protéger la colonne, une pré-colonne dsglgreffée C18 est ajoutée en
amont. La colonne est placée dans un compartirnennbstaté a 25 °C.

Les analyses sont faites dans des conditionsaques avec une
phase mobile polaire constituée de 75% d’eau &5 d’acétonitrile. Le débit est
de 1 ml/min. La quantité d’échantillon injectée det10 ul et I'acquisition est faite
sur 15 minutes. Grace au systeme de détection éettgarde diodes, les
chromatogrammes sont acquis pour des longueursie’oomprises entre 200 et 400
nm ; pour la quantification, nous travaillons auxmaum d’absorption de 'ABT,
c’est-a-dire & = 265 nm.



92 MATERIEL ET METHODES

[1.2.2 Pré-traitement SPE des échantillons contenant de
I'alginate avant analyses HPLC

Lors des expériences faisant intervenir les bilfedginate, une partie
de cet alginate se dissout et colmate les color<C. Il a donc fallu trouver un
traitement pour I'éliminer sans modifier les corications de I'ABT et de ses
métabolites. Le traitement SPE (Solid Phase Extmacts’est avéré étre une
excellente solution. Le principe est basé sur cdklila chromatographie : une
cartouche contenant une phase solide permet deesé@gataines molécules d’autres
comme le montre I&igure 76.

Schantill 0
echantiion 0
L — “’F‘r L —
H |
g [
‘ I
phase ¢ @ oIy
—Pp @ L I ]
v v
e &
Figure 76 Principe du traitement SPE

Aprés avoir testé plusieurs types de phase (BMsis,
Oasi$HLB...), la plus performante s’est révélée étre laageh OasfHLB
(WATERS).

Le support Oasis HLB (Hydrophilic Lipophilic Bale#) est un
copolymére comprenant un monomere hydrophile ehanomére lipophileRigure
77). Il retient les produits hydrophobes et non cBargomme I'ABT et ses
métabolites et pas l'alginate polaire et chargéla=p7 qui passe donc avec la phase
aqueuse.
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monomere monomere

hydrophile lipophile

Diam. de pore moyen: 8,2 nm

Surf. spécifique: 831 ity

Vol. poreux total: 1,4 cc/g

Diam. de particule moyen: 31,4 um

Figure 77 Structure de la phase de la cartouchsi€HLB

Nous utilisons des cartouches de 1 ml contenanin@Ode phase.
L’utilisation de la cartouche se fait en 3 étagagifre 79):

La 1°° étape est leonditionnement La phase est activée par un
solvant organique (350 pl de méthanol) pour pemmettélimination des
contaminants et favoriser les échanges dans I'bdebr Cette étape permet
également une meilleure mouillabilité des frittég.phase est ensuite rincée avec de
I'eau (700 pl).

La 2™ étape correspond aiépét de I'échantillon L'échantillon
(200 pul) est déposé sur la partie supérieure dielitadsorbant. L’alginate n'ayant
aucune affinité avec I'adsorbant, il n’est pasmaté contrariq I'ABT, le 60HABT
et le 4OHABT le sont. Pour apporter un maximum fitatité a la séparation, il faut
veiller a ce que la vitesse d’écoulement ne sattpap rapide. La phase est ensuite
rincée a I'eau (700 pl) qui ne présente pas d'affiavec 'ABT ni avec ses produits
de dégradation.

La 3™ étape est &lution. Elle consiste a récupérer 100 % des
composes d’intérét retenus par la phase. Nous laeec de I'acétonitrile (200 pl).
Une dilution par 4 avec de l'eau Milli-Q est ensuiffectuée afin d’avoir une
quantité suffisante d’échantillon pour injecterl#RLC. Nous obtenons par ailleurs
un melange 75/25 en eau/acétonitrile reproduisanbmposition de la phase mobile
utilisée en HPLC.
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CONDITIONNEMENT
1) MeOH : 350 pl
2) Eau: 700 u

DEPOT
Echantillor : 200 u

§

LAVAGE
Eau : 700 pl

§

ELUTION
1) Acétonitrile: 200 pl
2) Dilution : 600 pl

Figure 78 Protocole d'utilisation de la cartouch®i Oasi§HLB

Les traitements sont effectués de maniére auteématgrace a une
plateforme robotisée TECAN(en photoFigure 79) pilotée par le logiciel Freedom
Evoware. Un module spécifiqguement congu pour léetreent SPE en plaque 96
cartouches et muni d'un systeme permettant de fieirevide et d’aspirer les
différentes phases liquides a été utilisé.

freedom evo

module SPE plaque 96
cartouche

Figure 79 Plateforme robotisée TECABvec le module SPE
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Nous nous sommes assurés qu’en utilisant cetteepfiaBT et ses
métabolites étaient récupérés intégralement a@ephhse d’élution et que des
analyses quantitatives pouvaient étre réalisées.

1.3 Analyses du fer par dosage UV-visible

Au cours des expériences, nous avons suivi I'dwoiude la
concentration en fer total et en fer (ll) dans léiemn d’incubation. Les dosages du
fer ont été realisés aprés complexation du fer Ipature de I'absorbance en
spectrophotométrie UV-visible. Le dosage est réalis maniére automatisée avec la
plateforme robotisée TECANpilotée par le logiciel Freedom Evoware et couplée
un spectrophotomeétre UV-visible Safirqqui permet de faire des mesures
d’absorbance.

Dosage du fer total

Le réactif utilisé est le sel de sodium de I'acRi¢2-pyridyl)-5,6-diphényl-1,2,4-
triazine-4,4’ disulfonique appelé communément feirre Figure 80). Ce réactif est
un agent complexant du fer (ll) (Stookey, 1970)

Figure 80 Structure de la ferrocine

Pour doser le fer total, il faut préalablement rézlle fer(lll) provenant du complexe
Fe-NTA en fer(ll). Pour cela, nous utilisons learhlydrate d’hydroxylamine :

4 Fe® + 2 NH,OH —> 4 Fe”" + N,O + 4H+ H,0



96

MATERIEL ET METHODES

Le spectre UV du complexe fer (Il)-ferrocinéidure 81) présente un maximumia
= 562 nm et son coefficient molaire d’absorptioceite longueur d'onde est=
26500 M*.crri.

absorbance

420 520 620 720
longueur d'onde en nm

Figure 81 Spectre UV du complexe fer-ferrocine@ dagh <A < 800 nm)

Avant chaque série d’analyses, une courbe de a#ibbrest effectuée. Pour cela, une
solution mere de perchlorate de fer hexahydrat€lBR)s, 6H,O de concentration
Co = 5 mM est préparée. Un programme a été écrit [@opréparation et le dosage
de solutions filles de concentrations en fer aljasgu’a 1 mM (0,00 ; 0,10 ; 0,20 ;
0,50, 0,80 et 1 mM). Une fois la courbe de calibratttablie (3 répétitions), les
échantillons prélevés au cours des expériencemdiqries sont analysés a l'aide de
plaques 96 puitdgure 82).

Le protocole de dosage est le suivant :

10 ul d’échantillon

15 ul d’hydroxylamine

150 ul d’eau Milli-Q
Agitation pendant 1 minute
15l de ferrocine

30 ul d’acétate d’ammonium
30 ul d’eau Milli-Q

Lecture & = 562 nm

Les analyses sont réitérées deux fois et confirtaergproductibilité de la méthode.
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Figure 82 Plaque 96 puits : dosage du fer totalslane série d’échantillons

Dosage du fer (11)

Le fer (Il) est dosé avec un autre agent complexarit,10-phénanthroline qui donne
un complexe rouge-orangé stable pour des pH coraptie 2 et 9Kigure 83).

— — 2+

Figure 83 Complexe fer (ll)- 1,10-phénantime

Le spectre UV du complexe fer (l1)-1,10-phénantimel|(Figure 84) présente un
maximum d’absorbance)a= 510 nm, avec ua= 11180 M-.cm.

absorbance

350 450 550 650 750

longueur d'onde en nm

Figure 84 Spectre UV du complexe fer-phénanthrgliB®0 nm </ < 800 nm)
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Avant chaque série d’analyses, une courbe de atibibrest effectuée. Pour cela, une
solution mére de sel de Mohr (WkFe(SQ),, 6H,0O de concentrationd>= 5 mM est
préparée. Un programme a été écrit pour la préparat le dosage de solutions
filles de concentrations en fer allant jusqu’a 1 V0O ; 0,10 ; 0,20 ; 0,50, 0,80 et 1
mM). Cette courbe de calibration est réalisée dfmis avant chaque série de
dosages. Comme pour le dosage du fer total, usdd@ourbe de calibration établie,
les échantillons sont analysés a I'aide de plag6gsuits Figure 85).

Le protocole de dosage est le suivant :

- 30ul d’échantillon

- 15ul de phénanthroline

- 30ul d’acétate de sodium

- 175pl d’eau Milli-Q

- Mise a I'obscurité pendant 10 minutes
- Lecture @& =510 nm

Les analyses sont réitérées deux fois et confirmaerproductibilité de la méthode.

Figure 85 Plaque 96 puits : dosage du fer Il

1.4 Analyses par RMN

11.4.1 RMN H

11.4.1.1 RMN *H pour valider le traitement SPE

Le spectrométre utilisé est un Bruker Avance Q0ipé d’'une sonde
inverse 5 mm trois noyau-**C->N avec une bobine de gradient sur l'axe z. Le
pic de résonance de I'eau est supprimé par uneoahéttie présaturation. Le TSPd
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ou trimeéthylsilylpropionate tétradeutéré (5 mM) stigs dans D a été utilisé
comme référence interne. Voici les parametres diadepn utilisés : nombre de
scans: 128 — durée du pulse a 90° 83— délai de relaxation: 5 s — durée
d’acquisition: 4,67 s — fenétre spectrale: 7002-Hzombre de points : 65536. Les
spectres ont été traités avec Topspin versiorP20r la préparation des échantillons,
60 ul de TSPgsont ajoutés a 540 pl d’échantillon.

11.4.1.2 RMN *H pour I'étude du métabolisme de I'alginate parR.
rhodochrous

Des échantillons de 5 ml ont été prélevés tolwss24 heures,
centrifugés puis lyophilisés. Le résidu est aloissaus dans 500 ul de,© puis
lyophilisé a nouveau et redissous dans 500 pl A& dvant d’'étre analysé par RMN.
Les expériences ont été réalisées a I'Institut den{@ de I’Académie des Sciences
de Slovaquie avec un spectrométre Varian 600 MHizyUnova 600 NB équipé
avec une sonde trois noyaux de 5 mm & détecticersevH-°C-"°N accordée avec
une bobine possédant un gradient sur I'axe z. tedpi résonance de l'eau a été
supprimé par une méthode de présaturation, le JF8Bdalement été utilisé comme
référence interne et les spectres ont été trairesapspin version 2.0.

[1.4.2 Analyses du métabolisme par RMNn vivo

[1.4.2.1 Description du systeme de RMNn vivo

Les expériences de RMNM vivo ont été réalisées avec les bactéries
encapsulées dans les billes d'alginate pour ledeétae RMN du’P et avec les
bactéries en suspension pour les études de RMN@uDans ce dernier cas, les
cellules sont libres et circulent avec le milieupdis I'erlenmeyer ou barbote
'oxygéne jusqu’au tube RMN placé dans la sondéndéetieur du spectrometre.
L'intérét d’'utiliser des microorganismes immobiksdans des billes (diamétre : 0,2
mm) pour la RMN du*'P est de pouvoir les placer & l'intérieur du tubdNRde
facon a les conserver dans la zone d’analyse tolarg de I'expérience. Ce systeme
permet, par rapport a des cellules libres, d’auderda concentration en composés
phosphorylés et donc d’obtenir un meilleur rapaghal/bruit et donc une ligne de
base trés correcte. Il n'a pu, en revanche, étseemiceuvre pour la RMN dtC car
'apport d’atomes de carbone par l'alginate estp timportant et complexifie
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I'interprétation des spectres ; dans ce cas prémis avons alors travaillé avec des
cellules libres.

Le principe du systeme de perifusion est basdasairculation d’'un
milieu entre un erlenmeyer externe thermostaté°& jface a un bain-marie et un
tube RMN placé a lintérieur de la sonde. Le deadst contrélé par une pompe
péristaltique (20 ml/min). L’homogénéité et I'oxyggion du milieu sont ainsi
assurées ; I'oxygénation est par ailleurs optimigée un bullage d’oxygéne dans
I'erlenmeyer (voir schémdigure 86). Un tel systeme permet Rhodococcus
rhodochrousOBT18 qui est une bactérie aérobie stricte de grag\plusieurs jours a
I'intérieur de I'aimant.

Dans le tube RMN, quatre tuyaux assurent le fonogément du
systeme de perifusion: un tuyau d’entrée placé nailieu du tube assure
I'alimentation, un tuyau de sortie principale siter@ bas du tube, un tuyau de sortie
secondaire situé en haut du tube et permettanuititérgr le niveau de solution dans
le tube et un tube de sécurité placé tout en hautilse et qui aspire le trop plein en
cas de dysfonctionnement du systéme. Les expésedeeRMNin vivo ont été
réalisées au CEA de Grenoble pour les études mamepsesence de lumiere et a
Clermont-Ferrand pour celles menées en absencariere.

pompe

péristaltique

oxygénation

e

systéme —
d’éclairage

référence  (NIL | 000000 e !
(MDP)

billes
d’alginate

.....

zone [
d’analyse milieu
d’incubation

Figure 86 Schéma du systéme de perifusion mitaee pour réaliser la RMR'P in
vivo (avec systeme d'éclairage pour les expérienealisées au CEA de Grenoble- sans éclairage
pour celles réalisées au SEESIB a Clermont-Ferrand)
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[1.4.2.2 Expériences avec lumiere (conditions 1)

Les expériences effectuées au CEA de Grenoblétéentéalisées sur
un spectrometre RMN Bruker 400 MHz équipé d’'unedgoP5 mm multi-noyaux
accordée & 162 MHz pour ¥&. A l'intérieur du tube dans lequel sont placées |
bactéries immobilisées, est placé un autre tubmuartz dans lequel sont gravées des
stries qui permettent la réflexion de la lumiéreisgnpar une lampe (1800 Watts —
Oriel — spectre solaire}{gure 87). 10 % de RO sont ajoutés au milieu d’incubation
pour permettre d’asservir le champ (lock) et déerégpn homogénéité (shim).

Figure 87 (a) Tube contenant les cellules encagsuiduni d’'un systéme d’éclairage par le
haut et doté au centre d’'un tube en quartz stri@chissant la lumiére (b) Mise en place du tube a
I'intérieur du spectrométre

Voici les parametres d’acquisition utilisés : ducke pulse a 90°: 7Qs — délai de
relaxation: 0,6 s — temps d’acquisition: 0,2 srétee spectrale: 9800 Hz - séquence
de découplage diH Waltz-16.

[1.4.2.3 Expériences sans lumiére (conditions 2)

Apres avoir travaillé en collaboration avec le C8##& Grenoble, nous
avons reproduit le systeme dans notre laborathiee sonde utilisée permet de
travailler avec des tubes d’analyse de plus péihdtre ce qui ne nous permet pas
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d’installer un systeme d’éclairage. Le spectromBik&N utilisé est un spectrometre
Bruker Avance 500 MHz équipé d'une sonde Broadbded10 mm accordée
respectivement & 202 MHz ou 125 MHz selon que tiedes se font sur &P ou le
13C. Les spectres sont traités avec le logiciel Tpsersion 2.0.

11.4.2.3.1 Spectroscopie RMN*'P
De l'acide Méthylene DiPhosphonique ou MOFglre 88) préparé a
0,25 mM dans un tampon HEPES (Acide 4-(2-hydroxyi§th-pipérazine éthane
sulfonique 100 mM a pH 7,5 est placé dans un capillaire etissé de manieren
situ comme référence interne pour la calibration dggadéments chimiques (16,38

ppm).

HO\P/\P/OH
HO/\\O O//\OH

Figure 88 Acide méthyléne diphosphonique

Le milieu d’incubation varie selon les expérienceais contient toujours 10 % de
D,O. Les parametres d'acquisition sont les suivamembre de scans: 25400
(correspondant a 2 heures d’acquisition pour chageetre) — durée du pulse a 90°:
10 us — délai de relaxation: 0,05 s — temps d’acqoisitD,2 s — fenétre spectrale:
11160 Hz —séquence de découplagéHiwvaltz-16.

11.4.2.3.2 Spectroscopie RMN*C
Le benzene placé dans un capillaire sert iciédéence interne pour
la calibration des déplacements chimiques (128.389n prelatif au TMS
(Triméthylsilane, 0 ppm)). Le milieu d’incubatiorortient 10 % de BD. Les
parametres d’acquisition sont les suivants: nordberecans: 3000 — durée du pulse a
90°: 20us — délai de relaxation: 1 s — temps d’acquisithds s — fenétre spectrale:
30303 Hz — séquence de découplagétiwaltz-16.
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11.4.2.3.3 Analyses des extraits perchloriques
Le spectrometre utilisé est un Bruker Avance MMz équipé d’'une
sonde 5 mm QNP 1H/X avec une bobine possédant athiegit en z accordée a
162 ou 100,6 MHz selon que les études se font céspeent sur I1€'P ou sur le
13C. La résonance du deutérium deQDest utilisée pour le signal du lock. Les
spectres sont traités avec le logiciel Topspinivarg.0.

Spectroscopie RMN*'P.

L’acide méthylphosphoniqu@ mM) est utilisé comme référence interne permetta
la calibration des déplacements chimiques (22.9)ppes échantillons contiennent
10 % de DO. Les parametres d’acquisition sont les suivardambre de scans: 2000
— durée du pulse a 30°: 212 — délai de relaxation: 2 s — temps d’acquisit®yds —
fenétre spectrale: 9690 Hz — nombre de points: 8408équence de découplage du
'H Waltz-16.

Spectroscopie RMNC.

10 mM de TSPg ou maléate sont utilisés comme réeférence interoer pa
calibration des déplacements chimiques (0 ppm [@UiSPd et 131.5 ppm pour le
maléate relatif au TMS). Les échantillons contienri® % de RO. Les spectres 1D
sont aquis avec la séquence de découplagettuvaltz-16. Les paramétres
d’acquisition sont les suivants: nombre de scaf®01- durée du pulse : 25 —
délai de relaxation: 2s — temps d’acquisition: 4,3 fenétre spectrale: 25125 Hz —
nombre de points: 64000.

Spectres 2D HSQC

Les spectres 2D HSQC sont obtenus avec un détadtepinase en quadrature dans
les deux dimensions, avec une détection States-d&# la dimension indirecte. Le
découplage ddH est réalisé lors de I'acquisition. La dimensidh d5t définie par
I'acquisition de 256 expériences — nombre de pguotsr la dimension F2 : 1000 —
nombre de scans : 16 ou 32.

.5 Mesure du Carbone Organique Total (TOC)

La mesure du carbone organique total a été réadigeun Analyseur
de Carbone Organique Total SHIMADZU TOC-5050A. lpapeil mesure le
Carbone Total (TC) ainsi que le Carbone InorganidGé ce qui nous donne acces
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au Carbone Organique Total par simple difféerence -TQC. L'appareil est
programmeé pour réaliser les mesures deux fois sidigécart entre les valeurs des
deux premiéres mesures est trop important, il ahseune troisieme. La limite de
détection de I'appareil est de 50 ppb et permetnésurer jusqu'a 4000 ppm en
concentration de carbone.

Mesure du TC

L’échantillon est chauffé a 690°C dans un tube mlmgstion en présence d'un
catalyseur d’oxydation (billes d’alumine recouvertie platine). Le carbone présent
dans I'échantillon est ainsi transformé de manigrantitative en C® Le dosage du
CO, est réalisé par mesure de I'absorbance dansa‘noiuge grace a une cellule
NDIR (Non Dispersif Infra-Red gaz) placé a la sodiu tube a combustion. Une
courbe d’étalonnage est réaliségg(re 89) avant chaque série d’expériences. Pour
cela, une solution mére d’hydrogénophtalate desgaien (GH4(COOK)(COOH),

M = 204,22 g.mol) de concentration en carbone de 1000 mg/L estééal 1,0625

g d’hydrogénophtalate de potassium sont dissous 880 mL d’eau Milli-Q. Une
gamme de solutions filles allant de 0 mg/L de caebjuisqu’a 50 mg/L est réalisée a
partir de cette solution mére et de maniere exaete des volumes pesés lors des
dilutions.

Carbone Total (TC)

y = 648.78x
30000 4 - - ——-————- R?=09916 - - - __ 2~ ____

aire en UA

conc. en mg/L

Figure 89 Courbe de calibration du TC

Mesure de I'lC
Le carbone inorganique présent dans I'échantilleh teansformé en COapres
réaction avec de l'acide phosphorique a 25 %. Le €€ ensuite détecté par la
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cellule NDIR. Une courbe de calibration est réaisdvant chaque série
d’expériences Rigure 90). Pour ce faire, une solution mere contenant une
concentration en carbone de 1000 mg/L est réadigeatir de bicarbonate de sodium
(ou hydrogénocarbonate de sodium NaHQ® = 84,007 g.mal) et de carbonate de
sodium (NaCOs;, M = 105, 989 g.mdl) : 0,875 g de bicarbonate de sodium et
1,1025 g de carbonate de sodium sont dissous &gk d’eau Milli-Q.

Carbone Inorganique (IC)

25000 ~

y = 1096.4x
20000 1 R?=0.9968
Sws000f
c
(]
2 10000 -
E
) L
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

conc. en mg/L

Figure 90 Courbe de calibration de I'lC

Systeme de détection du CO

Le principe de fonctionnement d’'une cellule NDIR kessuivant : une source émet
des radiations infra-rouge € 4,3um) dans deux tubes, I'un constituant la référence
(scellé et rempli d’argon) et 'autre balayé par’de (reconstitué en &N,) chargé

du CQ provenant de I'échantillon. Un détecteur, situéfand du tube, vibre en
fonction de lintensité du faisceau infra-rougeefte vibration est ensuite convertie
en signal électrique pour finalement donner unewabde la concentration apres
réalisation d’'une courbe étalon. Le passage dpdaDs le tube absorbe une certaine
quantité de ces radiations infra-rouge si bien (qlee détecteur vibre
proportionnellement.

Infrared

Light Source Sample Cell CO, Filter
\ Gas Inlet Gas Cutlet
[ [
Figure 91 Principe de [ =

fonctionnement d'une cellule NDI

L L
/V

Motor \ Reference Cell Detector

Chopper Wheel
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| ETUDE COMPARATIVE DE LA DEGRADATION DE L 'ABT :
SYSTEME AVEC CELLULES LIBRES ET SYSTEME AVEC
CELLULES IMMOBILISEES

Les travaux réalisés par Bunescu (2006) ont miévedence une forte
accélération de la biodégradation de I'ABT pRhodococcus rhodochrousn
présence du complexe FeENTA en présence ou en abderlamiere. Afin de voir si
cette dégradation de I'ABT pouvait étre amélioréeus avons immobilisé les
cellules dans un gel d’alginate. Ce procéedé tedgiglie facilite la manipulation des
bactéries qui peuvent plus facilement étre réagls De plus, ce systeme est plus
proche des conditions environnementales ou lesoamiganismes sont le plus
souvent immobilisés et non sous forme planctonique.

L’'objectif de I'étude a donc été de comparer ladBgradation de
I'ABT par des cellules libres et immobilisées egance ou non de FENTA et en
présence ou non de lumiere. Plus précisément,anauss cherché a :
1) comparer les voies de dégradation dans les detgnsgs et leur efficacité
2) savoir si le complexe de fer stimulait toujoursdigradation dans le cas du
systeme avec les cellules immobilisées (systemeetQJi les mécanismes
observés avec les cellules en suspension pouv@ienextrapolés a d'autres
conditions physiologiques telles I'encapsulation

Nous avons choisi de travailler avec une mattlieagyel d’alginate de
calcium, une technique couramment utilisée cartpmumnatisante pour les cellules .
La présence de cette matrice n’est pas sans caTsgeg) aussi avons-nous dd mener
des études complémentaires:
1) pour savoir si I'état énergétique des cellules resdifié dans de telles
conditions ; étude menée par RMN ¥R
2) pour savoir sR. rhodochrousnétabolise ou non l'alginate dans lequel elle
est encapsulée ; étude menée par RMR\Hu
3) pour trouver un traitement permettant d’éliminealdinate dissous dans le
milieu afin de pouvoir analyser 'ABT et ses pradude dégradation par
HPLC (on évite ainsi un encrassement rapide demnek) ; traitement mis
au point par SPE
4) pour connaitre les taux d’adsorption de 'ABT etEeNTA sur les billes ;
étude menée par HPLC et par complexométrie
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.1 Etudes préalables liées a la présence d’alginate

I.1.1 Etat énergétique deR. rhodochrousdans la matrice
d’alginate de calcium

Nous avons comparé I'état métabolique énergétitps cellules libres
et des cellules encapsulées dans les billes datkgide calcium par RMN diiP in
vivo (Grivet et Delort, 2008). Nous avons pu identifieéice a la littératurel ableau
11) les différents métabolites phosphorylés présentsles spectres. Les spectres
obtenus pour les deux systémes sont doRigige 92

12.547

z3
1a
-1.605
98
11.030
-13.08%

a-UDPC
F - AD(P)H
,,,,,, E“_ a-ATP DPC
ohasphate -
phosphy: N pam
fre= cells _/\\ } llllnk ! \ !
W \ A\
xfbp_mu,fuy\fwvff \“,__dr’J ,_v._,j i\“ Alﬂﬂ,-/f R L __af; B,
A
imnohilized cells
3 o e -10 -1s -0 oo
B
Figure 92 Spectres de RMN &® acquisin vivo (A) cellules libres — (B) cellules

immobilisées — X est un métabolite non identifié

Quel que soit le systeme, les marqueurs métaledigrésentent les
mémes caractéristiques et les mémes abondance®uSinous intéressons plus
particulierement au pH intracellulaire dont la waleest accessible grace au
déplacement chimiqgue du phosphate inorganique (Riys observons un pH
identique dans les deux cas, d’'une valeur égal&Z aLés concentrations en ATP,
déterminées a partir du signal BtATP car il est le seul signal a étre isolé et donc
exploitable, sont elles aussi égales. Egure 92 montre donc clairement que
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I'encapsulation de la bactéfghodococcus rhodochrousns les billes d’alginate ne
modifie pas son état énergétique.

[.1.2 Métabolisme de I'alginate parR. rhodochrous

L’alginate est une source de carbone potentiptar la bactérie
(Kitamikado et al., 1992) par conséquent, son satiion éventuelle paR.
rhodochrousa été étudiée. Une incubation Be rhodochrousavec une solution
aqueuse d’alginate (400 mg/l) a été realisée d@agmurs. Des prélevements ont été
analysés par RMN dtH in situsans purification des échantillons. Les spectres so
présentégigure 93

0 days I

6 day
. J_d\ -~ .""“'—'W.\’-/\m
: E.IE ._I I: EI —!lE —Ic -JI— -'_Ii il' 3|= EI c:—l
5 day |
I E.Ic ._I I: =I' =IE —'Ic' -J.Ii -'Ii il' 3I= E.I-:' !:'_:u:.l
2 days
I T T T T T T T v T T T T T T T v T T T T 1
5.6 = 2 5.0 2.E 4.8 4.2 4.2 2.0 3.BE 2.6 ppm
day |
I EIc \_I-Z E.I: E.II —IlE —'.fc' 4.I=. -Z.I: 4.:2 ETE _I -::|—I
TO | P A
T IEI'.'I'I=I“I=I'I'Ii5.'l'l — T T T T "1
S.E .4 5.2 5.0 4. 4.6 4.4 4.2 4.0 3.E 3.6 ppm
Figure 93 Spectres de RMN montrant I'évolution de la dégradation de I'algite parR.

rhodochrousur une période de 9 jours (X est un artefact)

La Figure 93 montre que la zone des sucres de l'alginate (&)fret
5,2 ppm) n’évolue pas avec le temps. Les signanoklee mémes, ils conservent leur
intensité prouvant ainsi que les cellules n'utilispas l'alginate comme source de
carbone.
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1.1.3 Traitement des prélévements pour I'élimination de
I'alginate

L’agitation mécanique des erlenmeyers dans legpbimréacteur lors
des incubations entraine une dissolution partididel'alginate. Sa présence est
problématique pour les études HPLC car il colmate dolonnes. Nous avons dd
mettre au point un traitement pour éliminer |'akgi® dissous tout en conservant nos
composes d’intérét et ce, de maniere quantitaeels avons opté pour la technique
de la SPE (Solid Phase Extraction) avec le suppasi€ HLB (Hydrophilic
Lipophilic Balance) qui est a la fois hydrophile lgtophile Figure 77). Il retient
ainsi les produits hydrophobes et non chargés coffABI et ses métabolites et
laisse passer 'alginate qui est polaire et chargél = 7. Nous avons alors vérifié le
taux de recouvrement de nos composeés d’intérét.

Récupération de 'ABT

Les essais ont été effectués sur une cartouche"Q4#sB de contenance 1 ml (10
mg de phase) avec 4 solutions de concentratiom®5 0,25 mM - 0,125 mM - 0,1
mM, préparées a partir de la méme solution mers.S0Ritions ont été injectées en
HPLC avant et apres traitement SPE. Le protocdie est le suivant : la cartouche
est conditionnée avec 1 ml de méthanol puis riae®e 2 ml d’eau. 1 ml de solution
d’ABT (0,5 mM) est déposé sur la cartouche, puisdeouche est lavée avec 2 ml
d’eau. Enfin, nous avons élué avec 1 ml d’acétiaitr

Nous présentons ici I'exemple de la solution d’ABT0,5 mM. Chaque étape du
traitement a été suivie par HLPC, les chromatogramsont présentédsgure 94,
Figure 95, Figure 96.
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Figure 94 Chromatogramme d’une solution mere d’ABJ,5 mM avant SPE
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Figure 96 Chromatogramme apreés élution avec 1 mtéfonitrile et dilution x4

L’expérience a été reproduite 3 fois. Nous avortermlp un taux de recouvrement de
'ABT de 100%. L’ABT est retenu quantitativement sur la phaseBHgt I'élution

permet de le décrocher complétement.

Récupération du 60HABT
La procédure suivie est la méme que pour 'ABT emtgnt de 4 solutions de

60HABT de concentrations 0,5 mM - 0,25 mM - 0,128 m0,1 mM, préparées a

partir de la méme solution mere.

Nous présentons ici 'exemple d’une solution de 68BT a 0,5 mM. 1 ml de cette
solution a été traité sur la cartouche. Chaqueeéthptraitement a été suivie par
HLPC, les chromatogrammes sont présehrigare 97, Figure 98, Figure 99
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Figure 97 Chromatogramme d’une solution mere de 88Ha 0,5 mM
0,0010— \
] |
I
] I\
0,0005] ‘ \\
1 N N ‘ ‘\
S 0,0000 e T S| \H\ | S
= ] o
4 \‘ | ‘
] \ |
-0,0005] ! H
— |
-0,0010-] |
1,(30 o 2,60 3,‘00 ‘ ‘4,60 ‘ 5,(‘)0 6,‘00 7,‘00 ‘8,00
Minutes
Figure 98 Chromatogramme aprées dép6t de 1 ml diotetion de 60H-ABT a 0,5 mM
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Figure 99 Chromatogramme aprés élution avec 1 mtéfonitrile et dilution x 4

L’expérience a été répétée 3 fois et montre guaaleur moyenne du
taux de récupération du 60HABT est3&so.
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Elimination de I'alginate
Un erlenmeyer contenant 13 g de billes d’alginaaasd50 ml d’eau a été mis en
agitation pendant 3 jours afin que l'alginate pasadiellement en solution. Nous
avons traité 6 ml de cette solution sur une calteudLB 6 ml (60 mg de phase).
L’élimination de l'alginate est controlée étape pimpe par RMN'H lors du
traitement SPE, les résultats sont préserigasre 100:
- Le spectre acquis avant le traitement montre Isgmée des signaux de
I'alginate sur la zone 3,50 — 5,30 ppspéctre ).
- L’analyse de la solution récupérée apres depot,emetvidence la présence
d’alginate a hauteur de 80% de la concentratidralai(spectre 3.
- Le spectre de la premiére solution de lavage pedaehontrer que 10% de
I'alginate ont encore été éliminéspectre 3.
- Un second lavage ne semble pas utile puisqepdetre 4ne présente aucun
signal relatif a I'alginate.
- Le spectre 5a été acquis aprés élution, aucun signal d’alginast visible.

Signal résiduel de
Feau i

CONDITIONNEMENT ) : I ‘-: il
1) MeOH _ v | .
2) Eau

I. '
WM 1 AN Had "
T \__)._/",llf/‘ (LW s,

f ) T 1

AN .]‘ a | i\
[ CHARGEMENT ] S et b e o

DE L'ECHANTILLON

ﬁ m‘_'__,u.f'\_.,_ml"_ -ﬂﬂ‘-'w-._____'__w_«\_r."m‘____ 3

LAVAGE l i
EAU e (S —

ﬁ ..l'-l:. o

.......... —-—\(ll — _— I N 5
ELUTION [
1) Acétonitrile
2) Dilution avec de I'eau
(ratio 25/75 | | | | |
acetonitrlefeau) 550 500 450 400 350

Figure 100 Elimination de I'alginate sur cartoucB®E OASISHLB - (A) les différentes
étapes de 'extraction (B) spectres RMN acquis sygféacune des étapes
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Vérification des résultats sur un mélange alginate ABT + 60HABT

Le traitement SPE a également été réalisé sur lenge contenant de l'alginate, de
'ABT (C = 0,25 mM) et du 60HABT (C = 0,25 mM). Aes traitement, les taux de
récupération sont de 100% pour I'’ABT et de 95% peWOHABT.

Elimination du fer
Nous avons regardé ce qu’'il advenait du fer lor¢rditement SPE pour savoir si les
dosages du fer devaient impérativement étre fadatde passage sur cartouche.

Dosage du fer total (moyenne sur 3 essais)

avant passage s apres passage <
cartouch cartouch
Abseonm= 0,0774 Abs,mn= 0,0174

Apres 3 essais, les résultats obtenus montrenhaquégenne 78 % du fer est éliminé
aprés passage de I'échantillon sur la cartouchestlidonc impératif de faire les
dosages du fer sur les échantillons avant le inaite SPE.

I.1.4 Adsorption de I'ABT et du FeNTA sur l'alginate

Des phénoménes d’adsorption de I'ABT et du FeNsSTA les billes
d’alginate peuvent se produire et doivent étre gmnicompte dans l'interprétation des
données. En effet, les billes d'alginate sont dgsctires macromoléculaires
présentant des cavités et des fonctions alcoolciele acarboxylique qui peuvent
interagir avec certains composés. Les expériennext@ menées avec des billes
d’alginate ne contenant pas de bactéries et ennabsd’irradiation. Afin de
guantifier seulement I'adsorption de I'ABT et cetla FENTA, les expériences ont
été menées indépendamment et avec des concergreggpectives de 0,5 mM et 1
mM. La concentration en ABT dans le milieu d’inctiba a été quantifiée par HPLC
apres traitement SPE, le fer total a été directémessuré par spectrophotométrie.
Les résultats obtenus sont préseiiiaisleau 12
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Temps (h)

TO 0,5 1 2 3 21 77 145

Sans billes d’alginate ABT 0,50 0,48 0,48 0,49 0,49 0,48 0,49 0,50

billes d'alginate MM 050 046 045 044 044 045 044 044

Sans billes d’alginate fer total 1,00 0,82 0,76 0,76 0,76 0,83 0,85 0,79
. . (mM)

billes d'alginate 1,00 0,90 0,89 0,88 0,87 0,75 0,78 0,81

Tableau 12 Evolution des concentrations en ABThdeeau cours du temps dans le milieu

d’incubation contenant les billes d’alginate ou dlules en suspension, de I'ABT (0,5 mM) et du
FeNTA (1 mM)

Le Tableau 12 montre que I'ABT est rapidement adsorbé sur les
billes d’alginate : 8% soit 0,04 mM disparaissent rdilieu en 30 minutes. Cette
adsorption évoluera avec le temps dans les diffésegxpériences selon notamment
la quantité d’ABT dégradée. Ce phénomene est ddificild a quantifier voila
pourquoi on considérera une adsorption d’ABT de &&@t au long de I'expérience
tout en sachant que le phénomeéne sera surestimé.

Quant au fer, aucune adsorption n’est observémisNobservons
cependant qu’avec ou sans billes d’alginate, laentmation en fer diminue de 20%.
Ce résultat peut étre attribué au phénomene dergderation du complexe FENTA
observé pour des pH7,0 (Abida, 2005).

.2 Comparaison des deux systemes

La biodégradation de 'ABT avec des cellules espgnsion a été
comparée a celle obtenue avec des cellules immébsi et ceci, avec et sans
FeNTA. Nous avons également étudié la dégradator’ABT en présence du
complexe seul, sans bactérie.

[.2.1 Procédé de biodégradation

Nous avons souhaité comparer a la fois les \aedsiodégradation de
I'ABT et I'efficacité de chacun des deux systemesffet de la lumiére a également
été étudié pour conclure quant a un effet potdetient protecteur des billes
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d’alginate vis-a-vis de la lumiere. En effet, lepériences montrent qu’en présence
de lumiere la dégradation de I'ABT pRr. rhodochrousest toujours un peu moins
importante qu’en absence de lumiere.

Le Tableau 13montre I'’évolution du pourcentage de biodégradatio
de I'ABT pour les deux systemes, en présence oudsfumiere. Dans les deux
systemes, la biodégradation de 'ABT est légérenpdnsg efficace en absence de
lumiére ce qui montre que les billes d’alginate ppartent finalement pas de
protection aux bactéries. Si nous prenons en céraidn I'adsorption de 'ABT sur
les billes d’alginate (les valeurs entre parenthdésmmnent compte de I'adsorption),
nous observons que les taux de dégradation sonh&ue ordre dans les deux
systemes. Apres 100 heures d’incubation, les patages de dégradation sont tres
proches :

- en présence de lumiere, 14% d’ABT sont convertiscakes cellules en
suspension et 22% avec les cellules immobilisées

- en absence de lumiere, 28% d’ABT sont convertiscakes cellules en
suspension et 30% avec les cellules immobilisées

TO 0,5h 2h 3h 29h 77h 100h
Cellules en + hv 0% 12% 14% 12% 12% 16% 14%
suspension - hv 0% 12% 10% 8% 22% 28% 28%

0% 20% 16% 28% 22% 24% 30%
+ hv
Cellules (12%) (8%) (20%) (14%) (16%) (22%)

immobilisées 0% 28% 18% 26% 34% 38% 38%
- hv
(20%)  (10%)  (18%)  (26%)  (30%)  (30%)

Tableau 13 Pourcentages de dégradation de I'ABT thr procédé de biodégradation de I'ABT
(0,5 mM) avec ou sans lumiere (analyses HPLC) paratllules en suspension et des cellules
immobilisées — NB : les valeurs entre parenthésas@rrigées et prennent en compte I'adsorption
sur l'alginate

Comme le montre I&igure 101, en absence de lumiere, nous avons
également noté la présence de 60HABT, nous |'aymns observée en revanche
dans les expériences sous irradiation, en eff@QIABT est photodégradable.
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Figure 101 Evolution de la concentration en 60HAREC le temps lors de la biodégradation

de I'ABT (0,5 mM). £) cellules immobilisées +it1 (4) cellules immobilisées +h () cellules
libres + hy ; (M cellules libres —h

Nous observons la présence de 4OHABT dans awsun ¢

[.2.2 Procédé en présence de FeNTA (£ lumiere)

Nous nous sommes également intéressés a I'eftebitles d’alginate
(sans bactéries) sur le processus de photodégradatiuit par le complexe FENTA.
Les études ont été menées en présence et en adsdnoaiere Tableau 14)

TO 0,5h 2h 3h 29h 77h 100h
+ hv 0% 6% 12% 12% 50% n.d. 46%
solution
- hv 0% 3% 2% 2% 3% 3% 0%
0% 18% 16% 20% 36% 46% 46%
+ hv
billes d’alginate (10%) (8%) (12%) (28%) (38%) (38%)
sans bactéries 0% 9% 11% 12% 9% 12% 12%
- hv
(1%) (3%) (4%) (1%) (4%) (4%)
Tableau 14 Pourcentages de dégradation de I'’AB% thr procédé de photodégradation de

I’ABT (0,5 mM) en présence ou non de billes d’ad¢gn(sans bactérie) (analyses HPLC)— NB : les
valeurs entre parenthéses sont corrigées et prargarenompte I'adsorption sur 'alginate
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Nous remarquons qu’avec ou sans billes d’algifsdes bactérie) et
en absence de lumiere, 'ABT n’est pas dégradeefiat, si en présence des billes
d’alginate les taux de dégradation semblent étenwifon 10% au-dela de 30
minutes, ils sont réellement inférieurs lorsquesprenons en compte le phénomene
d’adsorption (valeurs a considérer entre parenff)ese

Si nous nous intéressons aux expeériences irgdi@ijours en
prenant en compte le phénomene d’adsorption deTABr les billes d’alginate,
nous observons une dégradation légerement plugtiampe en solution. Ainsi, apres
100 heures d’incubation, 46% de I'ABT est photodégren solution contre 38% en
présence de billes d’alginate. Parallelement abesrvations et comme le montre la
Figure 102Figure 102, les concentrations en 60HABTmMentent en présence de
lumiére atteignant une concentration de 0,05 mileed,03 mM respectivement pour
le cas sans bille d’alginate et pour le cas avibeshil’alginate.
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Figure 102 Evolution de la concentration en 60HAREC le temps lors de la

photodégradation de I'ABT (0,5 mM)/\{ billes d’alginate + Iv ; (.4) billes d’alginate —h; ()
solution + hv ; (M) solution — kv

La concentration en 40HABT est nulle pour les égmnces non
irradiées ; en milieu irradié, elle évolue de mamigimilaire dans les deux cas
comme le montre I&igure 103
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Figure 103 Evolution de la concentration en 40HAREC le temps lors de la

photodégradation de I'ABT (0,5 mM)A\) billes d’alginate + v ; (4) billes d’alginate — h; ()
solution + hv ; (M) solution — v

Une diminution de la quantité de fer soluble &ghlement observée
(Figure 104), elle s’explique probablement par la décomplexatiu FENTA suivie
de la précipitation du fer (Bunescu et al., 2008B).concentration en fer total apres
100 heures d’incubation et en présence de lumigresimilaire dans les deux cas,
0,10 mM en solution, 0,11 mM en présence d’alginkte absence de lumiére, les

concentrations en fer sont également identiquesgpielles sont respectivement de
0,79 mM et de 0,81 mM.
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Figure 104 Evolution de la concentration en femtavec le temps lors de la photodégradation

de I'ABT (0,5 mM). Q) billes d’alginate + v ; (4) billes d’alginate — h; (/) solution + hv ; (M)
solution — v
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Nous pouvons donc conclure que la présence datkgine modifie
pas les voies de photodégradation de I'ABT puistugs avons observé les mémes
intermédiaires, ni l'efficacité de ce processus. fBsultat est important pour
comprendre la dégradation de I'ABT par les procédémsbinés de bio et de
photodégradation que nous allons maintenant detaill

1.2.3 Procédés combinés de photo et de biodégradation

Les procédés combinés consistent a travaillec Rvehodochrouset
le complexe FENTA avec ou sans irradiation.

L’effet le plus important observé ici est d0 apl@sence de FENTA
qui accélére considérablement la dégradation dBT far rapport a celle observée
avec les bactéries uniquemehtgure 105) La figure montre clairement que quel
gue soit le systeme, la lumiére n’a aucun effetadégradation de I'ABT.
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Figure 105 Evolution de la concentration en ABTaletemps lors de la photobiodégradation

de I'ABT (0,5 mM) en présence de FENTA (1 mb). ¢ellules immobilisées +it1 (4) cellules
immobilisées —h; (/) cellules libres + n ; (M) cellules libres —h
Rq : les valeurs sont brutes et ne prennent pasasidération I'adsorption sur I'alginate

Apres 30 heures d’incubation et en absence deetampour le
systéme avec cellules libres et le systéme 1€ pourcentages de dégradation de
I’ABT sont respectivement :

! rappel : Systéme IC = systéme avec les cellulesabilisées
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- 22% et 26% par biodégradation uniqguement

- 3% et 1% en présence de FeNTA uniquement

- 96% et 76% par la combinaison des deux procedeés
Rq: les valeurs considérées ci-dessus prennentcempte le phénomene
d’adsorption sur l'alginate.

L’effet majeur d0 au FeNTA, qui avait déja étéselvé avec les
cellules libres (Bunescu et al., 2008a), est cowdirici avec les cellules
immobilisées. Nous observons cependant que la dégpa de I'ABT est
légérement plus importante lorsque les cellule$ snrsuspension.

La Figure 106 montre d’'une part des réponses similaires avesans
lumiére sur la production de métabolites: rapidedpction de 60HABT pour les
cellules en suspension, atteignant 0,05 mM apriésuBes d’incubation en absence
de lumiere, suivie d'une disparition compléte apid® heures ; production plus
lente avec le systeme IC, avec une concentrati@rienre et une cinétique de
disparition ralentie atteignant une valeur de Qv08 aprés 145 heures.
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Figure 106 Evolution de la concentration en 60HAREC le temps lors de la

photobiodégradation de I'’ABT (0,5 mM) en présene&eNTA (1 mM).4) cellules immobilisées +
hv ; (4) cellules immobilisées —~vh (L) cellules libres + i ; (M) cellules libres —h

La Figure 107 qui concerne I'évolution du 40HABT avec le temps
nous donne les mémes tendances d’évolution. Lai, ausss observons que les
évolutions des courbes sont indépendantes dedamré ou non de lumiere.
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Figure 107 Evolution de la concentration en 4OHAREC le temps lors de la

photobiodégradation de I'ABT (0,5 mM) en présene&eNTA (1 mM).4) cellules immobilisées +
hv ; (M) cellules immobilisées —~vh () cellules libres + i ; (M) cellules libres —h

Concernant I'évolution du fer total dans le milida Figure 108
montre que I'effet de la lumiére n’est pas sigmifitet qu’'une diminution réguliere
de sa concentration avec le temps est observédatadsux systéemes. Il est a noter
d’autre part, que le fer total disparait plus repignt dans le cas du systéme IC alors
gue dans ce cas-la la dégradation de I'ABT est sefficace que dans le cas des
cellules libres. Aprés 145 heures d’incubatioete en effet dans le milieu 0,08
mM de fer total avec le systeme IC et 0,37 mM descellules en suspension.

100 B
080 |

Concentration (mM)

Temps (h)

Figure 108 Evolution de la concentration en felatoavec le temps lors de la
photobiodégradation de I'’ABT (0,5 mM) en présene&eNTA (1 mM).4) cellules immobilisées +
hv ; (4) cellules immobilisées —h () cellules libres+ In ; (M) cellules libres — h
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Lors de ces expeériences nous avons observé qulavéemps les
billes d’alginate ont tendance a se désagrégeiefianient : les interactions entre les
unités du sucre et les cations calcium qui sorpaesables de la gélification de
I'alginate sont trés probablement remplacées pariokeractions avec des cations
fer. Cet échange de cation rend le fer indispongblexplique d’'une part pourquoi
nous retrouvons moins de fer total en solution dassexpériences avec alginate
(Sreeram et al., 2004) et d’autre part, une dégiadain peu moins efficace est
observée lorsque les cellules sont immobilisées.

.3 Estimation du taux de minéralisation de I'ABT lorsdes
procédés de biodégradation

Afin de connaitre le taux de minéralisation dABT lors des
processus de biodégradation, nous avons mesurérieemtration en Carbone
Organique Total (TOC) au cours de trois expériences

1) une premiere expérience témoin : bactéries searleabsence d’ABT. Ce
témoin était en effet nécessaire car les celludarguent des composés
carbonés de leur métabolisme propre.

2) la seconde expérience est celle des bactériesémswvec I'ABT (0,5 mM)

3) la troisieme expérience est celle des bactériagoies avec 'ABT (0,5 mM)
en présence de FeENTA (1 mM)

Ces expériences ont été réalisées avec desesellidres car la
présence d’alginate aurait complexifié l'interpti&ta des résultats en apportant une
guantité importante de carbone.

Avant d’accéder aux valeurs de carbone organitptal, nous
mesurons les concentrations en carbone total ehrone inorganique; c’est ensuite
par différence que nous déterminons les valeur§@e€. Ainsi, lesFigure 109 et
Figure 110 présentent respectivement les concentrations dmoma total et en
carbone inorganique dans les trois expériencesteci-dessus.
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Figure 109 Evolution de la concentration en carbdoial lors des incubations#) avec
cellules seules M) avec cellules + ABT (0,5 mM) ed] avec cellules + ABT (0,5 mM) + FeNTA
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Figure 110 Evolution de la concentration en carbamarganique lors des expériencee)(

avec cellules seulesi) avec cellules + ABT (0,5 mM) ed] avec cellules + ABT (0,5 mM) +
FeNTA (1 mM)

La Figure 111 présente I'évolution en fonction du temps de la
concentration en carbone organique total lors daeis expériences. Nous avons
ensuite soustrait aux deux expériences de biodatpadde I'ABT, la quantité de

carbone apportée par les cellules (expérience tBmoiest ce gu'illustre ldigure
112.
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Figure 111 Evolution de la concentration en carb@nganique total lors des expériences)(
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Figure 112 Evolution de la concentration en carbamganique total prenant en compte le

témoin cellules lors des expériencd @vec cellules + ABT (0,5 mM) ed avec cellules + ABT
(0,5 mM) + FeNTA (1 mM)

pour déterminer les concentrations en ABT, en FeNTAN leurs métabolites. Des

Ces expériences ont été suivies en paralléléipac et par RMN'H

travaux antérieurs (Bunescu et al., 2008b) ont réamie le FENTA était transformé

en IDA (acide iminodiacétique), en formiate et dycipe. Ces mesures nous ont

donné la répartition du carbone et ainsi permistdieer la minéralisation de 'ABT
lors des procédés de biodégradation. Les valeatgpsésentées dansTableau 15
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[ABT] [6OHABT] TOC mg/L
A -
mM ms/L mM ms/L (,n_lr.:ulnted Mtjnsured
value value
t=0h 0.50 42.0 (.00 0.00 420 4490
t=145h | 0.30 253 0.08 6.7 319 34.6
[ABT] [FeNTA] [IDA] [Glv] TOC mg/L
B Cale Meas
mM | mgl | mM | mgl | mM | mgL | mM | mgL valus value
t=0h 0.50 | 420 (100 720 | 000 00 |000] 00 124 40
t=145h | 000 | 00 | 000 | 00 |0 528 | 029 695 224 516
Tableau 15 Concentrations mesurées par RNt par HPLC, valeurs des TOC des

expériences (A) en présence d’ABT (0,5 mM), (Brésence d’ABT (0,5 mM) et de FeNTA (1 mM)

[.3.1 Biodégradation de 'ABT en absence de FENTA

Le Tableau 15A rassemble les valeurs de TOC déterminées aux
temps t = 0 et t = 145 heures pour I'expériencéiddégradation de I'ABT avec les
bactéries seules. Nous remarquons que la condentrah carbone déterminée a
partir des différents composés organiques idestdens le milieu et la concentration
en carbone organique déterminée par TOC sont eordac@insi I'ABT est
transformé en 60HABT entre autre mais aucune miigét@en n’'a lieu.

[.3.2 Biodégradation de 'ABT en présence de FENTA

Le Tableau 15B présente les valeurs des concentrations en ABT,
FeNTA, IDA, glycine ainsi que les valeurs des T@@&surées aux tempst=0ett=
145 heures pour I'expérience de biodégradation ATl avec les bactéries et en
présence de FENTA.

Au temps t = 0, les valeurs de TOC calculédestaleurs de TOC
mesurées sont en accord. Au temps t = 145 hewebjldn n'est pas correct
puisqu’environ 39 mg de carbone ne sont pas idéstife chromatogramme HPLC
et le spectre RMNH montrent qu’il n'y a plus ni de 60HABT, ni de ¥@ABT,
ceux-ci ayant été dégradés par les bactéries. ilaurs, une étude antérieure
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(Bunescu et al.,, 2008a) a suggéré l'existence domplexe Fe-catéchol comme
intermédiaire de biodégradation qui pourrait étnevest par des 2,3-catéchol
dioxygénases présentes cHezrhodochrous Aucun composé aromatique n'a éte
détecté par RMNH, ni par HPLC indiquant que la stucture benzotbliez disparu
et que I'ABT a été partiellement minéralisé. La fidiflté est d’évaluer la
minéralisation du FeNTA, d’abord parce qu'un lafge apparait apres 11 heures
(voir Figure 113 et comme la structure de ce composé n’est pasuen il nous est
impossible de déterminer sa contribution en carb&eeonde difficulté rencontrée,
nous savons que du glyoxilate est produit lorsad#elgradation du FeNTA (Bunescu
et al., 2008b), malheureusement ce composé ne maitquantifié par RMNH
puisqu’il ne contient aucun atome d’hydrogene. tastéeme incertitude concerne
quelques signaux de faible intensité qui résonregrite 2,0 et 2,4 ppm et aux
alentours de 2,8 ppm. lls correspondent a des mwigegbactériens qui contribuent
donc également au TOC mesuré mais il nous est sitgesde quantifier cette
contribution ignorant la structure des composédiqups.
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Figure 113 Spectres de RMN illustrant I'évolution en fonction du temps deétabolites du
FeNTA lors de I'incubation des bactéries avec I'ABB mM) et le complexe FENTA (1 mM)
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I.4 Etude du recyclage des deux systemes

Nous avons évalué les capacités de réutilisates deux systemes.
Pour cela, nous avons effectué 3 cycles de 72 sielanes le milieu ABT (0,5 mM) +
FeENTA (1 mM), en présence de lumiére. Entre chagyme, les cellules sont
récupérées apres centrifugation pour les cellulesswespension et apres simple
passage sur tamis pour les cellules immobilisés/ées deux fois avec une solution
de NaCl 8%o.

Dégradation de 'ABT au cours des cycles

La Figure 114 présente les cinétiques de dégradation de 'ABT lo
des 3 cycles. L'expérience témoin correspondargraacessus d’adsorption (ABT +
FeENTA + billes d’alginate sans cellules) montre pourcentage identique de
disparition au cours des 3 cycles.

- Les cinétiques obtenues lors dycle 1 sont habituelles : apres 72
heures d’incubation, 'ABT est dégradé a hauteut@@% pour le systéme classique
et de 80% (adsorption prise en compte) pour leegystC.

- Lors ducycle 2 les cinétiques sont beaucoup plus lentes eailesde
dégradation beaucoup plus faibles. Ainsi apres &2rds d’incubation 'ABT est
dégradé a hauteur de 30% pour le systeme classiqie 22% (adsorption prise en
compte) pour le systeme IC.

- Les cinétiqgues de dégradation dycle 3restent faibles, les taux de
dégradation apres 72 heures sont similaires dasmisdéeix systemes: 24% de
dégradation pour le systeme classique, 22% (adsorgirise en compte) de
dégradation pour le systeme IC.
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b. Pourcentages de dégradation de 'ABT aprés 72 heure s
Cycles 1 2 3
systeme classique 100% 30% 24%

systeme IC 88% 30% 30%
(80 %) (22 %) (22 %)

Figure 114 a. Cinétiques de dégradation de I'ABT 3gycles de 72 heuresxj ABT + FENTA
+ cellules en suspension ¥) ABT + FeNTA + cellules immobiliséesMf ABT + FeENTA + billes
Rq : Le phénomeéne d’adsorption sur I'alginate reganété par la courbel), n'est pas pris en compte
dans la courbe ABT + FeNTA + cellules immobilisées
b. Pourcentages de dégradation de I'ABT apres 12dwdans les deux systémes. Les valeurs
prenant en compte I'adsorption sont mentionnéeegrarenthéses

Evolutions de la concentration en 60HABT au cours es cycles

La Figure 115 présente I'évolution de la concentration en 60HABT
au cours du temps.

- Les évolutions des concentrations lors dycle 1 sont celles
escomptées. La production de 60HABT est tres rapdec les cellules en
suspension et atteint un maximum d’environ 0,08 agves 2 heures d’incubation
puis diminue rapidement jusqu'a atteindre une valeu0,02 mM apres 72 heures.
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Dans le cas du systeme IC, la production de 60HABITplus lente ainsi que sa
disparition ; aprés 72 heures d’incubation, il este 0,04 mM dans le milieu.

- Les évolutions des concentrations en 60HABT sonthézbles pour
les deux systemes dansclgcle 2mais les valeurs sont plus faibles dans le systeme
IC. Pour le systeme IC, la cinétique de productshidentique a celle du cycle 1
alors que nous observons une cinétique ralentier p@ucas du systéme en
suspension.

- Dans le cas daycle 3 les cinétiques sont tres ralenties dans les deux
cas et les concentrations en 60HABT restent fajldegjui est la conséquence d’un
taux de dégradation de 'ABT plus faible.
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Figure 115 Concentrations en 60HABT au cours dgcBes de 72 heuresx() ABT + FENTA
+ cellules en suspension ¥) ABT + FeNTA + cellules immobilisées

Evolutions de la concentration en 4OHABT au cours &s cycles

La Figure 116 présente les cinétiqgues de production et de digpar
du métabolite 4OHABT.

- Les concentrations en 40HABT dansclecle 1sont celles que nous
attendions. Ansi cette concentration atteint rapielet un pic a 0,041 mM puis
diminue rapidement jusqu’a 0,006 mM apres 72 hediiesubation dans le cas des
cellules en suspension. Pour le systeme IC, layotath de 40HABT se fait plus
lentement atteignant une concentration maximale ¢amilieu de 0,022 mM puis
disparait progressivement jusqu’a 0,012 mM apreiseres.
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- Dans lecycle 2 la production de 4OHABT est ralentie dans le aas
systeme avec cellules en suspension, elle estrigélegoour le systeme IC.

- Dans lecycle 3 nous observons encore un ralentissement de la
cinétique de production du 40HABT dans le cas ddhiles en suspension, sa
concentration n’excédant jamais cette fois-ci 0,680. Dans le cas du systeme IC
la cinétique est restée la méme au cours des 8scycl
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Figure 116 Concentrations en 40HABT au cours dgcBes de 72 heuresx() ABT + FENTA
+ cellules en suspension ¥) ABT + FeNTA + cellules immobilisées

Nous pouvons donc en conclure que dans les comsliui sont les
noétres, les deux systemes perdent de leur effécacitcours des cycles et présentent
tres vite peu d’intérét. Il est cependant a notéau troisieme cycle, I'efficacité des
deux systemes est semblable. Une explication pelien cette observation est la
perte de cellules lors des centrifugations suceessiCertaines bactéries peuvent en
effet rester dans le surnageant et donc étre jeléamaniere involontaire. Il reste
ainsi moins de cellules dans le milieu frais ce peut étre a l'origine d’'une
dégradation plus lente. Ce phénomeéne est bien mbservé dans le cas des cellules
immobilisées car encapsulées a I'intérieur de ditlalginate macroscopiques, elles
sont plus facilement manipulables.

Ces expériences n'ont pas donné de résultatsusagmants. Cela
étant, il serait intéressant de tester d’autreslitioms. Tout d’abord, nous pourrions
travailler non pas avec des cellules au repos s des cellules en croissance.
Pour cela, nous pourrions soit ajouter au milignalibation une source de carbone
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et une source de phosphore, soit placer les celddms un milieu riche entre les
cycles. Nous avons d’autre part remarqué qu’auscdurtemps, les billes d’alginate
se désagrégeaient, voila pourquoi il serait ingzesde reproduire les expériences
en rincant les billes non pas avec du NaCl mais dueCaCJ . De cette maniere, les
cations C&' pourraient remplacer les cations’Fdans les billes ce qui permettrait
de conserver la structure de billes d’alginate.

.5 Conclusions

Dans cette partie, nous avons comparé la dégoadde 'ABT par
des cellules libres et par des cellules immobiisgéens une matrice d’alginate. Le
premier résultat important obtenu est d’origineltative : les voies de dégradation
de I'ABT sont les mémes dans les deux systemes. mémes intermédiaires
métaboliques ont effectivement été trouveés. Igis’du 60HABT et du 40HABT
pour les procédés de photodégradation et de plootéfpiadation, et du 60HABT
seulement pour le procédé de biodégradation. Enapteen compte le processus
d’adsorption de '’ABT sur l'alginate, une efficagitomparable des deux systemes
avec un léger ralentissement dans le cas du systeémebilisé a été observée. Nous
savons d'ores et déja que cette petite differerest pas due au phénomene de co-
métabolisme puisque nous avons montré que lesrlmct@utilisent pas I'alginate
comme source de carbone. Nous avons par ailleunsréarace a la RMNh vivo
du 3P, que les cellules libres et les cellules immebés ont le méme état
énergétique, ce qui montre l'absence d’effet néfalli a I'encapsulation sur le
métabolisme d®. rhodochrousPar conséquent, cette diminution de la cinétidgie
dégradation de 'ABT dans le cas du systeme IC péat liee a une moins bonne
diffusion du xénobiotique a travers la matrice giahte. Il est également possible
que le fer ait remplacé le calcium dans la matdiedginate (Min et Hering, 1998 ;
Sreeram et al., 2004), limitant alors son utilafpar la bactérie et donc I'activation
des enzymes de dégradation. Tous ces résultatsranbrque les meécanismes
observés pour les bactéries en suspension peuttentedrapolés aux bactéries
immobilisées.

Ce résultat est tres important si 'on se plaaen cpoint de vue
environnemental car les microorganismes sont ramerseus forme planctonique
mais immobilisés soit dans des biofilms, soit dédes flocs.
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I ETUDE RMN IN vivo **P ET °C DU METABOLISME ET DU
COMPORTEMENT DE RHODOCOCCUS RHODOCHROUSURANT
LES PROCEDES DE PHOTO-BIODEGRADATION

Lors des expériences de photo-biodégradaRomhodochrousest en
présence de plusieurs composés potentiellemenguesi comme I'ABT, ses
métabolites, des photoproduits et des radicauxquienous a conduit a étudier le
métabolisme énergétique de cette bactérie soudiféé&®ntes conditions de stress.

La RMN in vivo, comme nous l'avons déja vu dans la Partie
Bibliographie, permet de suivre en temps réel ecde méme échantillon, I'état
métaboliqgue de microorganismes vivants (Grivet etoB, 2008). Cette approche
évite de travailler sur des extraits pour lesquels partie de I'information peut étre
perdue notamment a propos des macromolécules colangycogene et les
polyphosphates.

La RMN in vivo du *3C, particuliérement lorsqu’elle est couplée a
l'utilisation de substrats marqués, est trés @dipour la détermination des voies
métaboliques du carbone. Cette technique a étéangmment utilisée pour étudier le
métabolisme microbien (Grivet et Delort, 2008).e8it a noter cependant, que le
métabolisme du carbone des bactéries isolées deirbmnement a été trés peu
étudié a I'exception des microorganismes issussthgfons de traitement des eaux
(Lemos et al., 2003 ; 2007) et des bactéries hd&mpliOren et Mana, 2003). I
n’existe aucune donnée a propos des souches deiRjieodococcus

La RMN in vivo du *'P permet de quantifier les signaux de différents
marqueurs énergétiques tels que le pH intracalylBATP et les polyphosphates.

Dans ce travail, la RMfh vivo du*!P et celle dd*C ont été utilisées
en vue de deux objectifs :

- le premier est de collecter des informations sumigabolisme du
carbone et du phosphore & rhodochrousOBT18 dans différentes conditions
d’incubation (Q, glucose, phosphate...)

- le second est d’étudier le comportement métaboldgida bactérie
lors des procédés de dégradation
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1.1 Etude du métabolisme deR. rhodochrousOBT18

Dans cette partie, toutes les expériences de RMNMté réalisées sans
lumiére, a Clermont-Ferrand (conditions 2, voirtigaMatériel et Méthodes). Nous
avons travaillé soit avec les cellules immobiliséssit avec les cellules en
suspension puisqu’il a été clairement proutgyre 92) qu’il n'y avait sur les
spectres aucune différence, ni qualitative, ni tjtetive, entre les deux systemes.
Les expériences ont été menées avec les cellubapsumées dans I'alginate pour les
études de RMN du'P ; les billes sont confinées dans la zone d'aealgs
spectrometre ce qui permet de concentrer les skgpaucomposés phosphorés et
d’obtenir des spectres de meilleure qualité. Leslés de RMN dd’C ont, quant &
elles, été réalisées avec les cellules libresacarésence d’alginate, macromolécule
carbonée, aurait largement complexifié les spectres

1.1 Etude RMN in vivo du *P du métabolisme
énergeétique

Nous avons enregistré des spectres de RMNivo du *'P deR.
rhodochrousencapsulées dans les billes d’alginate, dans heiaérale, sans source
de carbone ni de phosphore additionnelles. Un sp&&tnoin a été acquis au début
de I'expérience (voiFigure 118 spectre indexé « Control »), il nous a permis de
déterminer le pH intracellulaire qui était alors @@ d’apres la courbe de titration
Figure 62 Nous avons soumis les bactéries a différenteditons et observé ou
non des changements au niveau des marqueurs nigtedsolParmi ces différentes
conditions, I'anoxie (ou anaérobiose) a été étudibez R. rhodochrouscar la
bactérie est aérobie stricte, I'addition de glucfis® mM) et celle de phosphate de
sodium (400 puM). Les spectres enregistrés soneptés-igure 118

Nous retrouvons sur les spectres, le signal défeaence MDPJ =
16,38 ppm), ceux des sucres phosphates (fructésghbsphate, fructose-6-
phosphate, glucose-6-phosphate .entre 3,7 et 4,9 ppm), celui du BiX 2,4 ppm),
les signaux d-ADP (6 = -6,7 ppm) et dg- ATP (6 = -5,6 ppm) qui sont tous deux
superposes, les signaux de-ATP (6 = -10,3 ppm), de §-UDPG ¢ = -11,2 ppm),
du NADPH ¢ = -11,2 ppm) et d@-UDPG @ = -12,7 ppm) qui sont tous trois mal
résolus du fait de leur chevauchement, le signgh-&dP (6 = -19,3 ppm) et celui
des polyphosphates € -22,5 ppm). Nous observons également un sigmabitant
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adé =-1,6 ppm (indexé X). Nous avons remarqué quagml variait en fonction des
conditions d’incubation, notamment, il augmentetdlement en absence d’oxygéene.
Compte tenu de son déplacement chimique, nous gyemse en premier lieu qu'il
s’agissait d’AMPc (adénosine monophosphate cycjique de GMPc (guanosine
monophosphate cyclique) mais les spectres de eesabenposeés commerciaux ont
été acquis et ont montré des constantes de couplagedifférentes Figure 117).
Nous n’avons pas a ce jour identifié ce métabolite.

J=12.92 Hz
—>

a. Inconnue X

J=21.33Hz
J=20.70 Hz i .
I | |<—>|
—1I 4 —1I 5 —ll.ﬁ b —1I 4 —lI 3 —lI [
b. AMPc c. GMPc

Figure 117 Spectres de RMMP non découplédH (a) du composé non identifié X, (b) de
I'’AMPc, (c) du GMPc

Les polyphosphates détectés par RMN*#i sont uniquement ceux
ayant des chaines courtes. En effet, lorsque lase$ sont trop longues, elles sont
moins mobiles et présentent un temps de relax&t@msversale T2 court ; la largeur
du signal étant inversement proportionnelle a B2 génére des signaux larges, Si
larges qu’ils ne peuvent étre distingués de laeligte base devenant donc
indétectables.
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Figure 118 Spectres de RMN 8@ acquisin vivo sur R. rhodochrousmmobilisées dans des
billes d’alginate de calcium et soumises a divexsmuditions
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Les évolutions du déplacement chimique du Pieg daleurs des

intégrales d-ATP et des polyphosphates sont présentées sgrdpbiques de la

Figure 119
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c- Polyphosphates
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Figure 119 Evolutions de différents marqueurs dadrgétique cellulaire dB. rhodochrous

lorsqu’elle est soumise a différentes conditioa$ &volution du déplacement chimique du Pi ; (b)
évolution des valeurs des intégrales@ATP ; (c) évolution des valeurs des intégrales des
polyphosphates

Effet de 'anoxie

Avant la coupure d’oxygene (remplacement de; I'Gar N), le
systeme est resté 5 heures dans des conditiossgcias pour atteindre I'équilibre du
systeme.

La Figure 120schématise le fonctionnement de la chaine respiato
Lorsque la cellule n’est plus alimentée en oxygémeomplexe C IV ne fonctionne
plus et n'assure plus la sortie de protons dellaleeLe pH intracellulaire s’acidifie.
Pour compenser ce déséquilibre de gradient de @Homplexe C V se met a
fonctionner dans le sens de la sortie de protomssiAATPase consomme plus
d’ATP libérant du Pi, marqueur du pH intracelluéaita Figure 118 confirme cette
hypothése et met en évidence des changements icagjfsf: le déplacement
chimique du signal du Pi diminue de plus d’'uneéeit 10 heures ce qui correspond
a une diminution du pH intracellulaire de 7,7 a @igure 1199. Le B-ATP est
consomme instantanémeritiqure 119b). Le signal des polyphosphateSigure
1199 n’est toujours pas visible car les chaines sd sflongées du fait de la
présence de Pi additionnel provenant de la dégoaddé I'ATP.
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EXTERIEUR

H* H* Cytc Fe 2*

ADP + Pi

ATP

CYTOPLASME

Figure 120 Schéma du principe de la chaine resgpirat

Effet de la réoxygénation

La réoxygénation du systeme a été immédiatemeintespar des
changements significatifs sur les spectfeégure 120)

Les marqueurs métaboliques retrouvent rapiderteamt état initial.
Apres 6 heures, le pH intracellulaire retrouve akewr initiale de 7,7Higure 1199.
Apres réoxygénation, le taux d’ATP atteint instadtaent sa valeur d’avant I'anoxie
(Figure 119b. Quant aux polyphosphates, une augmentation inateed été
observée Kigure 1199 probablement due a la reprise de la synthese B’ AUi
requiert I'nydrolyse des longues chaines polyphatgshen Pi.

Effet de I'ajout de glucose

L’addition de glucose n’a eu aucun impact suple intracellulaire
(Figure 1199. Nous observons en revanche une augmentatiosududtATP qui est
due a la métabolisation du glucose via la glycolfsigure 119b. Il n’y a pas
d’augmentation significative de I'hydrolyse des ictes polyphosphatesiure
1199.
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Effet de I'ajout de phosphate

L’addition de phosphate n'a eu aucune influence & pH
intracellulaire Figure 1193, ni sur le taux d’ATPKigure 119b). Une augmentation
immédiate et attendue des polyphosphatggufe 1199 a été observée a I'ajout de
phosphate. Nous observons ensuite une diminutiosighal car le phosphate a été
intégré aux petites chaines de polyphosphates eq@iont alors allongées jusqu’a
devenir invisibles sur le spectre.

11.L1.2 Etude RMN in vivo du *°C du métabolisme du
carbone

La Figure 121 présente les spectres de RMN 'd@ in vivo acquis
aprés t = 0, 10, 15 et 118 heures d'incubation aleglucose marqué [£C]. Les
signaux résonant&= 97,2 ppm eb = 93,4 ppm correspondent respectivement aux
signaux du carbone 1 du glucose en positfpres$ a. Les intensités de ces signaux
décroissent avec le temps alors que deux nouvegoaux résonant &= 94,4 ppm
etd = 61,7 ppm apparaissent et augmentent. Leurs a@pknts chimiques laissent
penser qu'’il s’agirait du tréhalose.

C1 Trehalose
l C6 Trehalose

}k 1 T=118H

JK—A T=15H
_./\‘_J;L._)‘% A

T=10H

JLW

A
C1 Glucose
T=0H
B o

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
105 {00 95 90 a3 a0 5 0 [ 1] &0 55 50 43 4 38 30 ppm

Chemical shift

Figure 121 Spectres de RMN H€ in vivo de bactérieR. rhodochrousncubées avec du
glucose [1¥C]
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En comparant le spectre RMN 2D HSQE-°C des extraits
cellulaires obtenusHgure 122 A apres 118 heures d’incubation avec celui du
tréhalose commerciaF{gure 122 B, nous avons confirmé l'attribution des deux
signaux résonant&= 94,4 ppm eb = 61,7 ppm comme étant respectivement ceux
du C1 et du C6 du tréhalose.

ppm ppm
A Cellular extract - F w B Pure Trehalose s
° ' C6
v eem .5 do - o
'0 a @ E.70 — & E 70
e cs5,3,2,4 %
. E 90 E 90
$- 4
T E100 100
C1
E110 E110
=120 £120
, F130 F130
T T T T T T 140 T T T T T T
8.0 55 50 4.5 4.0 35 ppm 6.0 6.5 6.0 4.5 4.0 3.5 ppm
Chemical shift Chemical shift
C Pure Trehalose Cellular Extract
C53.24 Trehalose

ittt
pmp— N

Chemical shift

Figure 122 Spectres de RMN 2D HS®GC (A) des extraits cellulaires d@hodococcus
rhodochrouDBT18 obtenus aprés incubation avec du glucosejunéafl°C] pendant 118 h ; (B) du
tréhalose commercial pur ; (C), spectre de RMN"¥Ddes extraits perchloriques &hodococcus
rhodochrouDBT18 avant I'addition de glucose 4], les signaux du tréhalose pur sont présentés

en insert.
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Il est & noter que d'autres signaux correspondam =C en
abondance naturelle des autres atomes de carboméhadilose (C2= 72,2 ppm ;
C3,0= 73,7 ppm; C4p= 70,8 ppm; C50= 74,3 ppm) sont visibles sur les
spectres deg-igure 121 etFigure 122 A LaFigure 122 Cprésente un spectre des
extraits perchloriques avant incubation en présefecglucose marqué f£€]. Le
spectre met en évidence, grace aux signaux®@een abondance naturelle, la
présence de tréhalose endogéne dans les cellulgsi ¢edique clairement que la
bactérieR. rhodochroustocke ce compose.

La Figure 123 présente I'évolution avec le temps des intégrales
relatives du Cd et du CB-glucose, du C1 et du C6-tréhalose. Le glucoség]est
dégradé en 15 heures tandis que le tréhalose mbiésigé. Lorsque cette source de
carbone n’est plus disponible, les signaux cornedant au C1 et au C6 du tréhalose
restent constants montrant que le tréhalose nlestgynthétisé. Aprés 30 heures, le
tréhalose qui vient d’étre synthétisé est alordiligéé par les cellules comme le
montre la diminution des signaux C1 et C6 du trésel

7.0

Relative integral

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 37 47 53 99
Time (h)

Figure 123 Evolution avec le temps des valeursniégrales du Ca (M) et du CB (/) du
glucose, du C14) et du C6 du trehaloseA)

La détection du C1 du tréhalose est en accord laveynthése directe
a partir du glucose [1C] via le glucose-6-P [1C]. La présence inattendue de
tréhalose marqué en C6 résulte de la remontée gart@e supérieure de la voie
d’Embden-Mayerhof-Parnas (EMP) incluant le trianglelolase/triose-phosphate
isomérase. La fructose-1,6-biphosphate aldolasdysatle clivage du fructose 1,6-
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diphosphate en dihydroxyacétone-phosphate et esppbglycéraldéhyde qui sont
facilement isomérisés par la triose-phosphate isagee LaFigure 124 montre la
synthese directe du tréhalose ainsi que sa syngaseversion. Nous n’avons fait
apparaitre qu'un seul isotopomere du tréhalose ihas existe 16 du fait des
différentes recombinaisons possibles entre la ddwyyhcétone-phosphate et le
phosphoglycéraldéhyde.

[1-2C] Glucose ] Glucose-6-phosphate €] Fructose-6-phosphate
*¥cho aleCHo *CHon
H———OH H—F——OH ——0
HO——F—H EMP HO———H HO———H
—> <—>
H———OH H——OH H——OH
H———OH H————OH H———OH
PA e PAY
CH,OH CH,0PO3 CH,0POg
Réversion

¥ ch,0p0,

——o

HO————H
H————OH

H——T—OH

¢

CH,0POy

[**C] Fructose-1,6-biphosphate

ﬁdo;%\

aleCHZOF’O3
o >
-« H OH
isomerase %*
CH,OH CH,0POy

[1-*C]Dihydroxyacétone  [3-*C]Phosphoglycéraldéhyde
-phosphate

Figure 124 Voies de synthése du tréhalose lorgthmdococcus rhodochro@BT18 est
incubée en présence de glucose marquég]{ #) par synthése directe) aprés réversion
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Les bactéries appartenant au geRledococcusont connues pour
produire des biosurfactants qui sont des glycaipidontenant du tréhalose comme
glucides (Lang et Philp, 1998). Une analyse attentiu spectre dt’C de laFigure
122C montre la présence de signaux pouvant correspoadre déplacements
chimiques de chaines lipidiques sur le tréhalo$aines contenant les groupes
fonctionnels suivants, C=0 ou COOW=(181-174 ppm), CH=CH®E 128-129
ppm), CHou CH; (6=14-54 ppm) (Philip at al., 2002). Il est a notae@es signaux,
comme ceux du tréhalose, sont présents uniquenaastlds échantillons du milieu
de culture brut (avec les bactéries) et pas dassslegnageants des mémes
échantillons aprés centrifugation. Pour confirngepiésence de ces surfactants chez
R. rhodochrousOBT18, des expériences complémentaires ont étiis@és en
suivant la méthode d’lyer et al. (2006). Le mili@incubation brut (avec bactéries)
et aprés centrifugation (sans bactérie) a été mélardifférents solvants organiques,
I'hexane, le pentane, le xyléne, 'hexadécane qialaafine. La visualisation de la
zone d’émulsification a l'interface eau/solvantamgiue donne une indication sur la
production de biosurfactants par la bactérie. Lappété émulsifiante a été
clairement visualisée avec la culture entidfiggjre 125bH mais pas avec le milieu
de culture centrifugé qui ne contenait pas de bastdrigure 1259. Ce résultat
signifie que les surfactants produits sont intimetniiés a la surface de la bactérie et
gu’ils ne sont pas relargués dans le milieu. Cstiea accord avec les spectres de
RMN du*3C qui ont mis en évidence la présence de ces ghjges dans les extraits
cellulaires seulement. Selon Lang et Philip (1998)majorité des glycolipides
produits par lefRhodococcisont localisés a la surface de la cellule et mg pas
excrétés dans le milieu de culture.

Pa Hd H X Pe

Figure 125 Photographies prises aprés les testmdléion (a) avec les milieux de culture, (b)
avec les bactéries. P : Pa : paraffine ; Hd : hedeane ; h : hexane ; X : xyléne ; Pe : pentane
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[I.2 Comportement métabolique deR. rhodochrouslors des
procédés de biodégradation de I'ABT en présence amon de FENTA

Nous avons montré quR. rhodochrouDBT18 biotransforme 'ABT
en 60H-ABT et que cette dégradation est fortementlarée par la présence du
complexe FeNTA, en présence ou non de lumiere (Bunet al., 2008a). Le FENTA
est lui dégradé en IDA, glycine et formiate a lasfpar la lumiere et paR.
rhodochrous le procédé de photodégradation du FENTA condugsada production
de radicaux (Bunescu et al., 2008b). Tous ces ceégppeuvent étre toxiques pour
les cellules. Nous avons donc étudié le métabolidet®. rhodochrousau cours de
ces différents procédés de dégradation de I'ABTndDeette partie, hous avons
travaillé avec les bactéries encapsulées dandlles dialginate.

11.2.1 Expériences de biodégradation en présence ou non de
FeNTA et en absence de lumiere

Quatre expériences ont été réalisées pour déterrtes effets de la
biodégradation d’ABT sur le métabolisme Re rhodochrousOBT18. Nous avons
incubé les cellules d@hodococcus rhodochroasec:

- ABT (0,5 mM)

- FeNTA (1 mM)

- ABT (0,5 mM) et FeNTA (1ImM)

- Eau minérale Volvi® (expérience témoin)

Le métabolisme énergétique a été suivi par RN in vivo, en
absence de lumiere (conditions 2).

La Figure 126aprésente I'évolution du déplacement chimique du Pi
lors de ces quatre expériences. L’observationda phportante concerne I'évolution
similaire du déplacement chimique du Pi montrarg qul’ABT, ni le FENTA, ni
'ABT + le FeNTA n’ont d’influence sur le pH intradulaire. Une diminution du
déplacement chimique de 2,4 ppm a 1,8 ppm en 4@eserorrespondant a une
diminution de la valeur du pH de 7,7 a 7,1 est ndpat observée. Cette diminution
de pH est cependant lente si nous la comparonscaliecobservée lors de I'anoxie
qui était de 7,7 a 6,7 en 10 heures (Vogure 1199.



RESULTATS RMNin vivo 147

La Figure 126b présente I'évolution du taux d’ATP a partir de
l'intégration des signaux d@-ATP. Nous remarquons la aussi une évolution
similaire dans les quatre cas, indiquant que rBITAni le FeNTA, ni le mélange des
deux n’ont d’'impact sur ce marqueur énergétiquendis décrivons ces courbes
d’évolution, nous observons une augmentation les b premieres heures suivie
d’une stabilisation.

La Figure 126c¢ présente I'évolution du taux de polyphosphates. La
encore, des courbes d’évolution similaires sonteolEes soulignant I'absence
d’'impact de 'ABT, du FeNTA ou du mélange des deux les cellules. Rappelons
que l'augmentation du taux de polyphosphates neegpond pas a lI'augmentation
du taux global de polyphosphates mais plutét &ghaentation du nombre de courtes
chaines (phénoméne di au temps de relaxation Tye&pprécedemment). Au
début des expériences, les polyphosphates sontitamgment a chaines longues,
invisibles en RMN. Avec le temps, les cellules basoin de Pi pour maintenir leur
activité métabolique. Comme il n'y a pas d’appagt ghosphate par le milieu, les
polyphosphates a longues chaines sont hydrolysésmadb naissance a des
polyphosphates a chaines plus courtes et dondesgiar RMN.

LaFigure 126dprésente I'évolution de la concentration en ABTave
le temps au cours de I'expérience ABT + FeNTA. Levisa été fait par HPLC et
montre que 'ABT est dégradé a hauteur de 0,12 mM=heures. Cette expérience
nous a servi de témoin pour contréler I'activitéddgradation des cellules.

a- Pi
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Figure 126
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Comportement métaboliqueRlehodochrou®©BT18 dans différentes conditions

de biodégradation, en absence de lumiére — valprogenant des spectres de RMiNivo - (a)
évolution du déplacement chimique du Pi ; (b) évwoiudu taux dg-ATP ; (c) évolution du taux de
polyphosphates ; (d) évolution de la concentrasamPABT
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[1.2.2 Expériences de biodégradation en présence de
FeNTA et de lumiere

Un systeme spécial permettant de travailler ésence de lumiére a
été concu par nos collaborateurs du CEA de Greraildeété utilisé pour réaliser les
expériences en présence de lumiere (voir conditlopartie Matériel et Méthodes).
Ce systeme nous a permis d’étudier l'influencealkiimiere sur le métabolisme de
R. rhodochrous

La Figure 127 présente les résultats obtenus lors de la biodatioam
de 'ABT parR. rhodochrousmmobilisées dans des billes d’alginate de calciem,
présence du complexe FENTA, et en présence ouaamdere.

La Figure 127aprésente I'évolution du déplacement chimique du Pi
au cours du temps : les évolutions sont similagregprésence ou non de lumiére et
montrent une légere acidification avec le tempsFigure 127 bmet en avant une
évolution similaire du taux d’ATP dans les deux.cha Figure 127 c montre
également qu’il n'y a pas de différence entre lesxdexpériences au niveau de
I’évolution du taux de polyphosphates.

Ceci nous permet de conclure quant a l'absengapdct de la
lumiére sur le métabolisme & rhodochrousinsi qu’a I'absence d’effets toxiques
causés par la présence des photoproduits issua dégradation de 'ABT et du
FeNTA, en particulier des radicaux.
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Figure 127
biodégradation en présence ou non de lumiére —itond : ABT (0,5 mM) + FeNTA (1 mM) -
valeurs provenant des spectres de RMN in vivoéya)ution du déplacement chimique du Pi ; (b)
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Comportement métaboliqueRlehodochrou®©BT18 lors des procédés de photo-

évolution du taux dg-ATP ; (c) évolution du taux de polyphosphates
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1.3 Conclusions

Le métabolisme des cellules isolées de I'envieoment est peu décrit
dans la littérature. Dans cette seconde partie de travail, nous avons utilisé la
RMN du *°C et du*!P in vivo pour obtenir des informations sur le métabolisme d
carbone et sur le métabolisme énergétique de lghedu rhodochrouOBT18 .

Nous avons montré, dans un premier temps, qte lcattérie possede
des composés de réserve : le tréhalose et leshmdgpates. La présence de tels
composes détectés par RNMNvivo dans des souches microbiennes a déja été décrite
dans la littérature (Grivet et Delort, 2008) maisst la premiére fois qu’elle I'est
pour des souches dehodococcusll est probable que ces composés endogénes
permettent a la bactérie de survivre en l'absene@pdrt de carbone ou de
phosphate exogenes. Par exemple, nous avons remajge les bactéries
encapsulées dans les billes d’alginate de calciaovaient étre stockées plusieurs
mois a 4°C dans une solution de NaCl (8%o) sansrededir activité métabolique et
leurs propriétés de dégradation. Il est par adledwvident, d’apres les spectres de
RMN du*!Pin vivo, que les pools d’ATP ainsi que le pH cytoplasmidada cellule
sont maintenus constants durant plusieurs heumesutation dans I'eau, c’est-a-dire
sans source de carbone ni de phosphore, et quealsss sont proches de celles
obtenues lorsque du glucose est ajoukégure 118 et Figure 119. Les
polyphosphates sont dégradés en Pi lorsque lesleibnt besoin de produire de
I’ATP ou des métabolites phosphorylés. lls sontisgtisés lorsque du Pi est ajouté.
Les polyphosphates sont impliqués dans le bilanspiharylé et maintiennent
I’équilibre en phosphore de la cellule.

La RMN du*3C in vivoest trés utile pour I'étude du cycle des glucides
chez les cellules microbiennes (Portais et DeRfl9?2). La réversion de la voie EMP
ainsi que la présence d'un cycle grace au triargldolase/triose-phosphate
isomérase ont été montrées grace a la présenaghddose marqué sur plusieurs
positions chefaccharomyces cerevisi@€&ampbell-Burk et al., 1987, Tran-Dinh et
al., 1991) Pichia pastoris(Barton et al., 1982) &ropionibacterium(Deborde et al.,
1996). Nous avons montré ici que le méme phénonapparaissait cheR.
rhodochrousOBT18. Le tréhalose marqué en C1/C6 représente @b%éhalose
nouvellement synthétisé ce qui signifie que 50%gllicose constituant le tréhalose
est passé par le triangle aldolase/triose-phosjbateérase.
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Les spectres de RMN dd°C ont également révélé cheR.
rhodochrous OBT18 la présence potentielle de biosurfactants tgue des
glycolipides contenant le tréehalose comme (glucidBes expériences
complémentaires ont confirmé la présence de cesubfacrtants au niveau de la
surface de la bactérie. Ceci rend la surface deellle hydrophobe et de cette
maniere facilite la solubilisation des composésrbgbobes. Ce mécanisme a été
montré chez plusieurRhodococciLang et Philp, 1998), particulierement chez les
souches alcanotrophes. Dans le cas Rl®dococcus rhodochrou®BT18, la
présence de ces biosurfactants peut faciliter ggadi&ation des benzothiazoles qui
sont généralement des composeés peu solubles.

Les expériences de RMN vivo du *'P présentées dans ce travail ont
permis de suivre la réponse d® rhodochrousOBT18 a différents stress
environnementaux ; pour cela, nous avons consid&rélution des marqueurs du
métabolisme énergétique comme le pH intracellulale taux d’ATP et de
polyphosphates. Lorsque les cellules sont misgeré&sence d’ABT, de FENTA ou
des deux a la fois, ainsi qu’en présence des migghet des photoproduits issus de
ces conditions d’'incubation, ces marqueurs métgbet ne sont pas perturbés par
rapport au témoin. Il est également intéressamtotier que la présence de la lumiére
ainsi que celle de radicaux (Ot CQ™) provenant de la photodégradation ne
présente pas d'effet toxique, ni n'a d’'influence &s cellules. Les valeurs du pH et
du taux d’ATP chutent brutalement uniquement loeskas cellules sont privées ¢O
et que la chaine respiratoire est altérée chee batitérie aérobie stricte. Un résultat
surprenant est mis en évidence : la capacit® . ddodochrousOBT18 a retrouver
rapidement un gradient de pH et un taux d’ATP namnkrsque le systeme est
réoxygéné, méme apres une longue période d’anoxie.

En conclusion, cette étude RMN du métabolism&dehodochrous
OBT18 a montré que cette bactérie est trés bienpté@eaaux conditions
environnementales ou le changement permanent daditions induit différents
stress. Tout d’abord, la bactérie contient descesude carbone et de phosphore
endogenes qui lui permettent de tenir des heunes da milieu ou il n'y en a pas.
Par ailleurs, cette bactérie ne semble pas senaildée présence de radicaux, de
lumiére et de certains xénobiotiques et maintieatilédment son métabolisme
énergétique constant. De plus, cette souche praisitbiosurfactants qui l'aide a
dégrader des composés hydrophobes. Enfin, bied gagisse d'une bactérie
aérobie stricte, elle peut survivre a une périodmakie de plusieurs heures et
retrouve tres vite un métabolisme énergétique nlorma
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[l ROLE DU FER DANS LES PROCESSUS DE PHOTG ET DE
BIODEGRADATION DE L 'ABT

Bunescu et al. (2008a) ont montré récemment ‘qimut de FENTA
augmentait considérablement les capacités dégvadatie R. rhodochroussur
'ABT. lls ont constaté que le ligand NTA seul nentrait pas dans la cellule
puisqu’il n'était pas dégradé mais qu’'en revandoeesque les cellules sont en
présence du complexe FeNTA, le NTA est dégradé vamuque le complexe
FeNTA est internalisé par la cellule (Bunescu et2008b). LaFigure 128 montre
I'entrée du complexe dans la cellule, le NTA estraldégradé en IDA, glycine et
formiate. Le Fe(lll) libéré est réduit en Fe(ll)iquendrait alors activer certaines
enzymes intervenant dans la biodégradation de 'ABT

Membrane

activation des cytoplasmique

/ 2 "'\.\
enzymes 4_( FeNTA
Fe(II)

 glycine ]_“I.DA

formiate

Figure 128 Internalisation du complexe FENTA parlivdochrous (adapté de Bunescu, 2006)

Dans cette partie, nous avons voulu savoir soediefs) forme(s) le
fer pouvait accélérer la dégradation de 'ABT ekéhternalisé par la cellule. Pour
cela, nous avons testé differents composeés coritelnaier qui peuvent étre classés
en deux catégories : d’'une part, les complexesniggas de fer et d’autre part, les
oxydes et les oxy(hydr)oxydes de fer dont les farsunt fréquentes dans la nature.

1.1 Les complexes organiques de fer étudiés

Nous avons testé les complexes FENTA (compleje wdisé dans
les études précédentes), FeEDDS et Fe-citrate. Noasaillons avec des
concentrations en complexe de fer de 1 mM, la aunaton en ABT est de 0,5 mM.
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[11.1.1 Le complexe FENTA

Nous rappelons dansfagure 129 la structure du complexe FeNTA.
Le NTA peut séquestrer les ions meétalliques pourmér des complexes
hydrosolubles. Cet agent chélatant important ess@jtdans certains pays, comme
adjuvant dans les détergents pour remplacer lespblabes dont |'utilisation est
limitée a cause de leur contribution a I'eutroptitsa

des lacs et des étangs. Il est également utilisé a (ﬁ
traitement de l'eau des chaudiéres pour prévenir O\\ —C<
'entartrage. Il sert aussi, mais dans une moindre o—\c Hzc\cle
mesure, dans les domaines de la photographie, d%L%/FGIH/N\?H
fabrication des textiles, de la production du pagte | \o/c\\
de cellulose, dans les opérations de placage des 20
métaux et de nettoyage.

Figure 129 Structure du complexe FeNTA

La Figure 130 montre I'évolution de la concentration en ABT au
cours de sa biodégradation parrhodochrougn présence et en absence de FENTA.
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Figure 130 Dégradation de I'ABT (0,5 mM) p&r rhodochrougn présence du complexe
FeNTA (1 mM)
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Comme nous l'avons vu précédemment, en préseaceetiTA la
biodégradation de I'ABT est tres fortement accéérén 30 heures, la disparition de
'ABT est totale en absence de lumiére et atteth®®en présence de lumiére contre

respectivement 26 % et 4 % pour la biodégradat@hABT seul.
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b. 4AOHABT
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=
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S
=003
= 0.02
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2 0.01
3 0.00
0 50 100 150
temps (h)
—e—ABT + lumiere —o—ABT, sans lumiére
—a—ABT + FeNTA + lumiére —o—ABT + FeNTA, sans lumiére
Figure 131 Evolutions de la concentration en 60HAB)Tet en 4OHABT (b) dans les

expériences de biodégradation de I'ABT (0,5 mMpmeEsence ou non de FENTA (1 mM)

La Figure 131lamontre que le 60HABT est produit en présence de
FeENTA avec et sans lumiere. Apres 4 heures d’inomba sa concentration
maximale est atteinte (0,075 mM) avec ou sans IkemiEnsuite, le 60HABT est
dégradé a sont tour, et de maniere plus rapidéabseince de lumiere. L'évolution
du 40HABT (Figure 131b est trés similaire: aprés 4 heures d’incubatilan,
concentration en 40HABT atteint un maximum (0,0d401) avec ou sans lumiere.
Le 4OHABT est lui aussi dégradé toujours plus rapidnt en absence d’irradiation.
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Si nous nous intéressons au témoin, dans le @as lsmiere, le
60HABT s’accumule dans le milieu (0,075 mM). Le 48BT n’est pas détecté. En
présence de lumieréa concentration eBOHABT reste trés faible et ne dépasse
jamais 0,02 mM. Une faible dégradation est obseapres 55 heures d’incubation,
le 60OHABT ne s’accumule donc pas dans ce cas. AT est détecté par HPLC
mais reste en tres faible quantité. Nous conclugms sans lumiere, ni fer, le
60HABT s’accumule alors qu’en présence de lumiéauale fer, il est dégradé. De
méme lorsqu’il N’y a ni lumiere, ni fer, il N’y aag de 40HABT formé, alors qu’en
présence de lumiére et/ou de fer, il est produit.

hY

Parallelement & la dégradation de [I'ABT, I'évaat de la
concentration en fer a été également suigure 132.

a. Fer total
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—=— ABT + FeNTA + lumiére —o0— ABT + FeNTA, sans lumiére

Figure 132 Evolutions de la concentration en fdéakoet en Fe(ll) lors de la biodégradation de
I’ABT (0,5 mM) en présence de FENTA (1 mM)
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La Figure 132amontre qu’en présence ou en absence de lumidre, le
courbes des concentrations en fer total évoluenhdeéme maniere ; les valeurs
sont cependant plus faibles sous irradiation. [EapeTableau 16 nous observons
gu’'apres 10 heures d’expériences la disparitiorfediest essentiellement due a la
réoxydation lente du complexe de Fe(ll) en Fe(fUi précipite ensuite. Cette
observation vient du fait que les variations dutfdal et du Fe(ll) sont trés proches
entre t = 10 h et un t donné. La réduction du Be¢h Fe(ll) est importante au début
de I'expérience puis n'est plus observée par lesui

La disparition de fer total est plus importantepeésence de lumiere,
résultat qui prouve gu’il y a dans ce cas deux ph@mes qui permettent de réduire
le Fe(lll) en Fe(ll) : la photooxydoréduction dungolexe et une oxydoréduction
d’origine microbiologique.

concentration (mM)

A fer total A Fe(ll)

et it | el (entre tett=10h)  (entre t et t=10h)

10 h 0.69 0.34

30h 0.57 0.21 0.12 0.13
avec 50 h 0.51 0.13 0.18 0.21
lumiére 75h 0.46 0.10 0.23 0.24
100h  0.38 0.07 0.31 0.27

145h  0.35 0.05 0.34 0.29

concentration (mM)

A fer total A Fe(ll)

ustriteEtl | Rl (entre t et t=4h) (entre t et t=4h)

4h 0.84 0.39

30h 0.69 0.32 0.15 0.07
sans 50 h 0.65 0.24 0.19 0.15
lumiere 75h 0.65 0.20 0.19 0.19
100h  0.51 0.13 0.33 0.26

145h  0.59 0.13 0.25 0.26

Tableau 16 Biodégradations de I'ABT (0,5 mM) pdrodococcus rhodochroes présence de
FeNTA (1 mM) : variations de la concentration entégal et en Fe(ll) au cours du temps
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La Figure 132b montre que la concentration en Fe(ll) augmente
rapidement des le début de I'expérience, en présenc non de lumiere. Ce
phénomene s’explique facilement en présence de ehlemiia le processus
photoredox qui conduit a la formation de Fe(ll)r Bantre, en absence de lumiére,
'augmentation rapide du Fe(ll) montre la capadig cellules a réduire le Fe(lll) en
Fe(ll) et donc a utiliser le complexe. Cette présetle Fe(ll) a des pH compris entre
7,0 et 8,5 est due a la présence d'un ou plusieonsposé(s) organique(s) qui
stabilise(nt) le Fe(ll) par complexation. En effeéns la présence d’une molécule
stabilisant le Fe(ll), sa réoxydation en Fe(llités pH est quasi immédiate. Nous
notons également qu’il y a moins de Fe(ll) en présede lumiére ce qui laisse
penser que le complexant du Fe(ll) ou le complexeméme se dégrade
photochimiquement. Pour connaitre I'origine deagnt stabilisant (bactérienne ou
bien issu des produits de dégradation du FeENTA)smvons étudié I'évolution de la
concentration en Fe(ll) lors de la dégradation’ABT en présence de FENTA sans
bactérie et lors de sa dégradation en présencéosslde bactéries et de FeENTA. La
Figure 133illustre les résultats obtenus :

0.50 T mm = mmm e m e m e

concentration (mM)

O 00 T ‘_'\_.-"—A T 7y T 1 T \ﬁ’\_‘ -
0 20 40 60 80 100 120 140
—&— ABT + FeNTA + lumiére —4— ABT + FeNTA, sans lumiére

—— ABT + FeNTA + bactéries + lumiere —{0— ABT + FeNTA + bactéries, sans lumiére

Figure 133 Concentrations en Fe(ll) lors de la dégdmtion d’ABT (0,5 mM) avec ou sans
lumiere, en présence de FeENTA seul (1 mM) et esepoe de FeNTA (1mM) et de bactéries

Nous pouvons faire deux remarques d’aprésdare 133:
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- Tout d’abord, pour les expériences de dégradatienABT en
présence du complexe FENTA (sans bactéries), I¢) lEst présent dans le milieu.
Méme s’il s’agit de quantités faibles (environ 0,40 en absence de lumiére ;
maximum a 0,20 mM puis disparition compléte en gnés de lumiere), ce Fe(ll) ne
peut étre présent que parce qu’il est stabilis@éuparmolécule du milieu. En absence
de bactérie, il ne peut donc s’agir que d’'un phiaidpit du NTA : I'IDA, la glycine
ou le formiate. L'IDA est le photoproduit primaingajoritaire issu de la dégradation
du FeNTA. Il a été montré qu’avec le Fe(ll), ilfme un complexe dont la constante
log K = 5,54 (Abida, 2005). L&igure 134 montre qu’en présence d’IDA, le Fe(ll)
est stabilisé plusieurs heures; par contre, ererales d'IDA, le Fe(ll) est
immédiatement réoxydé en Fe(lll).

E
1,5x107 .
X ] —=— en présence d'IDA
1 —®—en absence d'IDA
1 |
] TSm0
7, 1,0x107 \-
© ] \
g . -
= pH = 6,0
T ]
L -5
= 5,0x107° —
:D\
00 @ ——® — O ———®—— e
0 50 100 150 200 250
temps (min)
Figure 134 Evolution de la concentration en fer@h) présence et en absence d’'IDA, sous

irradiation. [IDA] = 0,3 mM; [fer(Il)] = 0,3 mM ; pH = 6,0 ; T = 25 °C (Abida, 2005)

- Ensuite, nous notons que les quantités de Fe(f) Beaucoup plus
importantes lorsque les bactéries sont présentesapport a la photodégradation
seule. LeTableau 17compare les concentrations maximales en IDA dtefH) lors
des processus de photodégradation du FeNTA seuleebiodégradation sans
lumiére. Nous avons mesuré un maximum de 0,2 mM Fa¢l) pour la
photodégradation et de 0,45 mM pour la biodégradatParalléelement nous avons
une concentration maximale en IDA de 0,55 mM et @85 mM pour la
photodégradation et la biodégradation respectiven@es résultats montrent que
I'IDA produit par les microorganismes ne suffit pascomplexer tout le Fe(ll)
détecté et suggere la production d’'un complexantgobactérie.
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Conc. max. en IDA (mM) Conc. max. en Fe(ll) (mM)

Photodégradation seule 0,55 0,20
Biodégradation seule 0,35 0,45
Tableau 17 Concentrations en IDA et en Fe(ll) ldes processus de photodégradation et de

biodégradation du FENTA (1 mM)

Finalement, au moins deux composés permettasiatidiser le Fe(ll)
sont présents dans le milieu : I'un provenant dddgradation du FeENTA (IDA), et
I'autre d’origine bactérienne.

Nous avons par ailleurs fait un suivi en RMN de la dégradation de
'ABT par R. rhodochrousen présence de FeENTA et en absence de lumiére pour
quantifier les différents métabolites issus du clexg FeENTA Figure 135. Nous
avons alors noté sur les spectres la présencerdiuseau signal, Y, apparaissant
apres 11 heures d’incubation et dont l'intensitgnaente avec le temps. La structure
de ce composé n'a pu étre déterminée pour le monhenEigure 136 montre
I’évolution des concentrations en métabolites dM & au cours du temps.

Y
\

glycine

Figure 135 Spectres RMI montrant les évolutions des métabolites du FeldT#de la
biodégradation de I'ABT (0,5 mM) avec le compler®&FA (1 mM), sans lumiére
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Figure 136 Evolutions des concentrations en NTAamécomplexation, IDA, glycine et de

lintégrale relative de Y d’aprés l'intégration dpectres RMNH au cours de I'incubation de.
rhodochroust de I'’ABT (0,5 mM) avec le complexe FENTA (1 mivMabsence de lumiére

La Figure 136 montre que le complexe FENTA est rapidement et
majoritairement dégradé en IDA. Sa concentratiteirgtun plateau a 0,4 mM apres
30 heures d’incubation puis diminue aprés 90 helreplateau observé correspond
trées probablement a un équilibre entre la prodnctidDA et sa disparition. Nous
observons également 'augmentation lente de laerdration en glycine, produit de
dégradation de I'IDA. Le composé inconnu Y, quahtipaugmente avec le temps.

En conclusion, en plus de I'IDA, métabolite dUNA&, le composé Y
ou bien un autre complexant d’origine bactérienmérait stabiliser le Fe(ll).

[11.1.2 Le complexe FEEDDS

L’EDDS ou acide éthyléne diamine dissucciniqué @ilisé dans
I'industrie du détergeant en remplacement de 'ED{p&u biodégradable) car il
adoucit 'eau en séquestrant certains cationsstildenc présent dans les stations
d’épuration. Il est également de plus en plussdtipour faire de la phytoremédiation.
Il peut aussi étre présent naturellement dansdaewpartiments aquatiques car il est
un sidérophore bactérien. Eegure 137rappelle sa structure.
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Figure 137 Structure chimique du [S,S]EDDS

La Figure 138 montre le suivi de la biodégradation de 'ABT en
présence ou en absence du complexe Fe-EDDS. Lad#gm est fortement
accélérée en présence du complexe. Aprés 20 hd'uresbation, 96 % d’ABT sont
dégradés en absence de lumiére contre 84 % empeéde lumiere. Par la suite, la
concentration en ABT n’évolue plus beaucoup.

concentration (mM)

temps (h)
—e— ABT + lumiere —o— ABT, sans lumiére

ABT + FeEDDS + lumiere ABT + FeEDDS, sans lumiere
Figure 138 Dégradation de I'ABT (0,5 mM) pRrrhodochrougn présence ou en absence du
complexe FeEEDDS (1mM), avec ou sans lumiéere

La Figure 139 présente I'évolution des concentrations en 60HABT
en 40HABT.
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Figure 139 Evolution des concentrations en métabelbOHABT (a) et 4OHABT (b) lors de la
dégradation de I'ABT (0,5 mM) p#&. rhodochrougn présence ou en absence du complexe FEEDDS
(2 mM), avec ou sans lumiere

Les concentrations en 60HABT et en 4OHABT attergrrapidement
un maximum apres 4 heures pour les expériences laneere et aprées 10 heures
pour celles sans lumiere. En ce qui concerne leABH il atteint dans les deux cas
un maximum légerement au dessus de 0,06 mM puisoseentration diminue
progressivement. Quant au 4OHABT, sa concentratiarimale atteint 0,03 mM
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sous irradiation contre un peu plus de 0,02 mM leseace de lumiere. Les deux
métabolites sont ensuite dégradés lentement. Lies voétaboliques mises en jeu
sont les mémes que celles observées précédemmeantl@vcomplexe FeNTA.
Cependant, les dégradations de I'ABT, du 60HABTdet4OHABT sont moins
efficaces dans le cas FEEDDS que dans le cas FENTA.

La présence du complexe FeEDDS a accéléré laaddgon de
I'ABT, prouvant que la bactérie a pu utiliser le g®us cette forme ce qui a permis

d'une part, la dégradation du 60HABT et d’autre tpda production et la
dégradation du 4OHABT.

La Figure 140représente I'évolution des concentrations endel et

en Fe(ll) lors de ces expériences en présencerdplere Fe-EDDS.
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Figure 140 Evolutions de la concentration en faakda) et en Fe(ll) (b) lors de la
biodégradation de I'ABT (0,5 mM) en présence dee§ (1 mM) avec et sans lumiéere
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Sur la Figure 1403 nous remarquons une grande différence dans
I’évolution de la concentration en fer total enge expériences avec et sans lumiére.
80 % du fer total disparait en présence de lumoamrgre 20 % en absence de
lumiére. Le Fe(ll) est beaucoup plus stable enratesde lumiéreRigure 140b)

Pour les expériences menées en absence de lurpenede fer
disparait au cours du temps : sa concentrationepdesl mM a 0,83 mM en 30
heures puis reste constante. Nous remarquons égalame augmentation de la
concentration en Fe(ll) qui passe de 0 a 0,15 mid tkes 20 premiéres heures
d’incubation et qui se stabilise aux environs de&0nM, suggérant sa complexation
par un métabolite bactérien. Cette faible disparitidu fer en solution est
certainement due a la meilleure complexation dupfar 'lEDDS (constante de
complexation plus forte) que par le NTA. Ceci péoihc expliquer Il'utilisation
limitée du fer par les cellules.

En présence de lumiere, la concentration en &tal tdiminue
brutalement de 1 mM a 0,2 mM en 20 heures ; erlpkrda concentration en Fe(ll)
atteint un maximum de 0,26 mM apres 2 heures diatan puis diminue
rapidement jusqu’a 0,04 mM au bout de 20 heures geiistabilise. Par conséquent,
en présence de lumiére, peu de Fe(ll) est stalodisspui peut étre expliqué soit parce
que le complexe bactérien est photodégraaé, parce que les photoproduits du
FeEDDS ne complexent pas le Fe(ll).

Nous avons étudié par RMMH la dégradation de I'EDDS par les
cellules en présence ou non de lumiere afin de sioglles utilisaient ce substrat
comme source de carbone. Eigure 141 présente un specttel de 'EDDS.
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Figure 141 Spectre RMN de 'EDDS (1 mM)

La Figure 142montre la variation de la concentration en EDDS lor
des incubations en présenceRlehodochrousavec ou sans lumiere.
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Figure 142 Evolution de la concentration en EDDS(#) au cours du temps lors des
expériences cellules + EDDS avec ou sans lumiére
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- Tout d’abord, nous notons un phénomene d’adsorgtiories cellules
au début de I'expérience puisque 10 % d’EDDS depaent instantanément au
contact des bactéries.

- Ensuite, nous remarquons que les bactéries dégrdddrement
'EDDS. Les taux de disparition apres 145 heurescdbation sont de 7 % en
absence de lumiére et de 25 % sous irradiatioreeant compte de I'adsorption.
L’EDDS semble donc se dégrader a la lumiére oubkestéries ont un role de
photoinducteur. Pour confirmer I'une de ces hyps#isé nous avons étudié la
dégradation de 'EDDS sans bactérie et en présemcen de lumiére. L&ableau
18 montre qu’'a I'exception du point a 145 heuresdtiable), la concentration en
EDDS est constante ce qui montre que ce compost pas photodégradé. Ce
résultat est cohérent avec le spectre UV de I'EOjDS montre que le composé
n'absorbe pas au dessus de 300 nm. Nous pouvorscdonlure que la dégradation
de 'EDDS en présence a la fois de bactéries dumieere est due a un phénomene
de photoinductiowia les cellules.

temps (h) 0 2 10 29 77 145
concentration
dEDDSenmm 00 0 0,95 0,96 0,96 0,89
Tableau 18 Evolution de la concentration en EDDQaurs du temps lors de la

photodégradation d’EDDS (1 mM)

30 ,,,,,,,,, Fe EDDS 0.3 mM
\ ——EDDS 1 mM

Absorbance

Longueur d'onde (nm)

T T L T T T 1
300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Figure 143 Spectres UV de I'EDDS (1 mM) et du FeBOD,3 mM)
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Nous avons également suivi par RMN, le devenir du complexe
FeEDDS avec ou sans lumiere au cours de la dégradde I'ABT par R.
rhodochrous Nous avons d’abord enregistré des spectres pouresle devenir du
FeEDDS en absence de bactéries, a I'obscurité latlamiere Figure 144). Le
complexe FeEDDS est difficilement observable dudaila présence de fer, élément
paramagnétique qui donne des pics tres largesyésrdans le bruit de fond.

.k 145h

Ny 77h

ST | Y . 2h

o t0
5 40 3 39 20 2 8 9 05 @ 95 pm

Figure 144 Spectres RMI¥ montrant le devenir du FeEDDS (1 mM) sous irréidia

Cependant, nous observons sur les spectres tiagppade 5
photoproduits principaux :

- trois signaux dont les déplacements chimiqgbes 1,92 ppm, 2,38
ppm et 8,46 ppm, pourraient correspondre a ceux pdewns de l'acétate, du
succinate et du formiate respectivement. La foromatie ces produits estt cohérente
avec la structure de 'EDDS. L’ajout d’'un standa@mmercial de ces composés
dans le tube de RMN devrait permettre une ideation formelle.

- deux singulets & = 3,02 ppm eb = 3,13 ppm, pouvant correspondre
aux protons de deux composés azotés

L’évolution de ces 5 photoproduits de 'EDDS esésentée sur la
Figure 145
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intégrale relative

temps (h)
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Figure 145 Evolution des intégrales des photoprtlisisus du complexe FEEDDS (1 mM)

Aucune dégradation du complexe FeEDDS n’'est obsera
I'obscurité.

Le devenir du complexe a ensuite été suivi l@daddégradation de
'ABT par R. rhodochrousen présence ou non de lumiére. Les spectres abtmu
absence de lumiéere sont préseiigsire 146

2,09 ppm
1,92 ppm
N~ S 3 145h
;,
w t0
0 ss a0 25 2w 1 0 03 00 om

Figure 146 Spectres RM montrant I'évolution du FeEDDS (1 mM) lors de la
biodégradation de I'ABT a I'obscurité
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Nous ne voyons apparaitre que trois métabolitass Sorme de
singulets, & = 1,92 ppm (acétate),de= 2,09 ppm eb = 8,46 ppm (formiate), mais
ilIs ne sont qu’en tres faibles quantités ce quilimoe soit que le complexe FEEDDS
a été peu métabolisé pBr rhodochroussoit que les métabolites produits sont trés
vite dégradeés par les bactéries (il s'agit d’intédnaires classiques du métabolisme
bactérien). La premiére hypothese est par aillenraccord avec le fait que tres peu
de fer ait été consomme lors de la biodégradatidBT™ en absence de lumiere et en
présence du complexe FeEDDS. Le complexe FeEDDe&t sionc tres stable en
solution.

Nous avons également suivi le devenir du compketeDDS lors de
la biodégradation de I'ABT en présence de lumidres spectres de RMNH
obtenus Figure 147 montrent la présence de 5 produits de dégrad&iienl1,99
ppm ; 2,03 ppm ; 3,13 ppm ; 3,30 ppm, 3,47 ppmus\avons reporté I'évolution de
leurs concentrations sur le graphique deitaure 148

1,99 ppm
3,13 ppm 2,03 ppm

3,30 ppm X

3,47 ppm\A &

t0

40 33 3.0 2.3 20 15 10 03 0.0 ppm

Figure 147 Spectre RMNH montrant le devenir du FeEDDS (1 mM) lors de smubation en
présence de bactéries, d’ABT et de lumiére
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Figure 148 Evolution des concentrations des praddé dégradation issus du complexe
FeEDDS (1 mM) lors de son incubation en présendemé&re et d’ABT (0,5 mM)

Nous retrouvons le signal & = 3,13 ppm que nous avions vu
uniquement dans I'expérience FEEDDS en présentierdére. Ce signal correspond
donc uniquement a un photoproduit de 'EDDS. Notmvans pas observé de
formiate. Il a sans doute été produit mais a ps Wite étre dégradé par la lumiére
et/ou par les cellules. Les signau& a 1,99 ppm ; 2,03 ppm ; 3,30 ppm et 3,47 ppm,
n'avaient pas été observés précédemment, ni lordadehotodégradation du
FeEDDS, ni lors de sa biodégradation.

Pour conclure, d'aprés les analyses RM# et les résultats des

dosages du fer, nous en déduisons :

- gue le complexe est sans doute peu utilisé pacdigles alors que
nous observons une bonne dégradation de 'ABT

- il N’y a sans doute pas besoin de grandes qualitdsr pour activer
les enzymes qui dégradent ’ABT ce qui est en atewec les résultats de Bunescu
(2006) qui avait montré que seulement 18 % dutigest internalisés dans le cas du
FeNTA (1 mM).
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[11.1.3 Le complexe Fe-citrate
La Figure 149présente la structure du citrate. L'acide citrique
est trés répandu dans la nature. On le trouve dansombreuses plantes, chez
certains animaux et dans le sol. Ce composé esgffehy un intermédiaire tres
important dans le métabolisme, il intervient damsycle de Krebs (dont I'autre nom
est d'ailleurs le cysle de l'acide citrique). L'dei citrique est trés utilisé dans
I'industrie alimentaire, dans certaines boissoimsghade), pour leur donner un goat

agréable et aussi dans les détergents pour compésxaétaux.

O OH O
O O
o~ O
Figure 149 Structure du citrate

La Figure 150 donne les évolutions des concentrations en ABT, en
60HABT et en 40HABT lors de la dégradation de 'AR&r R. rhodochrousen
présence du complexe Fe-citrate.
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Evolutions des concentrations en ABT€n)6OHABT (b) et en 4OHABT (c) lors
gradation de I'ABT (0,5 mM) en préseticeomplexe Fe-citrate (1 mM) avec ou sans
lumiére
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Nous observons d’aprés Fgure 150, que la présence du complexe
Fe-citrate n'a pas d’'impact sur la dégradationABT puisque les courbes sont tres
proches de celles du témoin ; il en est de mémelpdOHABT et le 4OHABT.

Nous avons également suivi le devenir du Fegure 151).

1.20 a. Fer total

O
-
150
0.60 - b. Fe ll
080 e
=
E040
c
2030
©
§ O e e
c
g 0.10 i :5_\ ——————————————————————————————————————————————
0.00 an! —0 n. 0
0 50 100 150
temps (h)
—=— ABT + Fe-citrate + lumiere —o— ABT + Fe-citrate + sans lumiere
Figure 151 Evolutions des concentrations en fealt(d) et en Fe(ll)(b) lors de la

biodégradation d’ABT (0,5 mM) en présence du corepkee-citrate (1 mM), avec ou sans lumiére
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Les Figure 151a et Figure 151b montrent que le fer en solution
disparait tres vite dans I'expérience Fe-citratprésence de lumiere. En présence de
lumiere et a pH> 7, le Fe-citrate n’est pas stable, il est trés gi#complexé et donne
du Fe(ll). Or, nous n'observons pas de Fe(ll) cestgnifie qu’il N’y a pas d’agent
complexant dans le milieu pour le stabiliser. tl @s fait réoxydé trés rapidement en
Fe(lll) qui précipite sous forme Fe(OiB). En absence de Ilumiere, la
décomplexation du Fe-citrate a été limitée au déleut'expérience mais au fil de
I'incubation, le pH augmente et devient supériedr @arR. rhodochroudasifie le
milieu) ce qui entraine la décomplexation puisrécppitation du fer. Cependant, le
fait que nous observions du Fe(ll) dans les dixmieees heures d’incubation
(maximum a 0,15 mM) montre que les bactéries samsiacapables de réduire le
Fe(lll) en Fe(ll) et donc d'utiliser le complexe-Eigrate mais a un degré moindre
car il n’est pas tres stable a ces pH donc momyodible.

Nous avons voulu savoir si le citrate était ddgrpar les bactéries. La
Figure 152 met en évidence la métabolisation rapide du eitpdr Rhodococcus
rhodochrous(en moins de 2 heures), le citrate entrant rapaerdans le cycle de
Krebs au cours duquel il est transformé en.CO

a.hv b.-h

145 N s

2h

l t0
t-1 ‘Ll JU\
EINT] .3 3{0 2{5

Figure 152 Suivi par RMRH de la dégradation du citrate (C = 1 mM) pRr rhodochrougn
présence (a) et en absence (b) de lumiére
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Nous avons également suivi la dégradation du texap-e-citrate en
présence des cellules, avec ou sans irradiatiomo8s comparons les résultats
présentéd-igure 153 avec ceux de l&igure 152 ils montrent que le citrate est
consommeé un peu moins vite lorsqu’il est complexe.

b.-h
145 h
a.hv rerreneeresemrtssareees D0 N
2h 2h

Figure 153 Suivi par RMRH de la dégradation du complexe Fe-citrate (1mM) Ra
rhodochrousen présence (a) et en absence (b) de lumiére

Nous pouvons conclure qu’avec le Fe-citrate, smipasse tres vite
car le complexe n’est pas stable. Aprés décomptexde citrate est trés rapidement
métabolisé par les cellules ; quant au fer, il ijpiée trés vite ce qui ne laisse pas le
temps aux cellules de I'utiliser. Il faut égalementer gu’aucun métabolite du citrate
n'a été mis en évidence par RMM dans le milieu ce qui implique I'absence
d’agents potentiellement complexants du Fe(ll) gsslw citrate. Par contre, la
stabilisation partielle et temporaire du Fe(ll) gésence de bactéries et en absence
de lumiére Figure 151) confirme bien la présence d’'un agent complexarigine
bactérienne déja évoqué.
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[11.1.4 Comparaison de la dégradation de I'ABT parR.
rhodochrous avec les trois complexes organiques de fer testéSeNTA,
FeEDDS et Fe-citrate

Nous avons reporté sur le méme graphique ledvesuwte dégradation
de 'ABT par R. rhodochrousen présence des trois complexes organiques de fer
testés : FENTA, FeEDDS et Fe-citrate, en présenc®a de lumiereRigure 154 et
Tableau 19.

0 50 100 150
temps (h)
—0— ABT + lumiére —O0—ABT, sans lumiére
—8— ABT + FeNTA + lumiére —0—ABT + FeNTA, sans lumiére
ABT + Fe-citrate + lumiére ABT + Fe-citrate, sans lumiere
ABT + FeEDDS + lumiere ABT + FeEDDS, sans lumiéere
Figure 154 Cinétiques de biodégradation de 'ABTB (M) avec ou sans lumiéere et en

présence ou non des différents complexes de faM)LFeNTA ; Fe-citrate et FeEEDDS
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100 % 96 %
FeNTA - hv (aprés 30h) FeNTA + hy (aprés 30h)
96 % 84 %
FeEDDS - hv (aprés 20h) FeEDDS + hy (aprés 20h)
hy 36 % +hy 10 %
(aprés 145h) (aprés 145h)
. 34 % . 18 %
Fe-citrate - h v (aprés 145h) Fe-citrate + h v (aprés 145h)
Tableau 19 Pourcentages de dégradation de I'ABY M) parR. rhodochrousivec ou sans

lumiere et en présence ou non de FeNTA (1 mM)edetFate (1 mM) ou de FEEDDS (1 mM)

Le complexe FENTA est donc le plus efficace em#éed’accélération
de la dégradation pahodococcus rhodochrowde I'ABT, mais les résultats sont
également trés bons avec le complexe FeEDDS. Encbe, les résultats obtenus
avec le Fe-citrate sont proches de ceux obtenabssnce de complexe de fer.

Un effet négatif général de la lumiere est ob&exur la dégradation.
Nous avons vu grace a la RMiN vivo, que la présence de lumiére n’avait pas
d’'influence sur I'état énérgétique de la bactéliefaut cependant noter que les
conditions d’'irradiation sont difféerentes. En effpbur la RMNin vivo, les bactéries
sont soumises a des irradiations qui reproduigespéctre solaire et qui sont moins
agressives que celles du photobioréacteur dansllsguléroulent les expériences en
batch et dont le spectre lumineux reproduit surtesitUV présents dans le spectre
solaire.

1.2 Les oxydes ou oxy(hydr)oxydes de fer

Les oxydes ou oxy(hydr)oxydes de fer sont desmésrsous lesquelles
le fer est majoritairement présent dans la natdoels avons souhaité savoir si sous
ces formes, le fer pouvait également étre utilseRp rhodochrousPour cela, nous
avons étudié la biodégradation de 'ABT en présedee goethite (-FeO(OH)),
magnétite (FgD,4) et Fe(OHJ)(s) formé lorsque du FegCést placé dans I'eau a pH =
7,0.
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Nous avons suivi la cinétique de dégradatioWAIBT dans chacun
des casKigure 155).

0.60
s
£
<
S
S
=
8 0.20 - m e
c
o
© 0.0 F -
0.00 ‘ ‘ |
0 50 100 150
temps (h)
—0— ABT + lumiére —O—ABT, sans lumiére
ABT + goethite + lumiére ABT + goethite, sans lumiére
—&— ABT + magnétite + lumiére —O0— ABT + magnétite, sans lumiére
ABT + FeCI3 + lumiére ABT + FeClI3, sans lumiere
Figure 155 Dégradation de I’ABT (0,5 mM) p&r rhodochrousvec ou sans lumiére et en

présence ou non de goethite (ég. 1 mM en fempafmétite (ég. 1 mM en fer) et de FCIMM)

La dégradation de I'’ABT est toujours plus imporeaen absence de
lumiére que sous irradiation. Comme nous I'avonprécédemment, la présence de
lumiére ralentit Iégérement le métabolisme microblea dégradation de 'ABT n’est
pas favorisée par la présence de ces oxydes etyakyoxydes de fer a I'exception
du cas FeGlen présence de lumiére. DTableau 20reprend les concentrations en
ABT dans chacun des milieux aprés 145 heures djiaikbon.
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FeCl; - hy 38 % FeCl; + hy 26 %

- hv 36 % hy 10 %

goethite - h v 30 % goethite+ h v 12 %

magnétite - h v 24 % magnétite + h v 12 %
Tableau 20 Pourcentages de biodégradation de I'ABEes 145 heures d’'incubation en

présence ou non d'oxydes et d'oxy(hydr)oxydesrdafec ou sans lumiére

Les cinétiques d’apparition et de disparition detabolites de 'ABT
ont été étudiées par HPLC. Eigure 156amet elle aussi en évidence l'effet de la
lumiére : lorsque les expériences sont réaliséas isradiation, les concentrations en
60HABT sont les plus faibles ; ceci est en accarelcde fait que sous irradiation
'’ABT est moins dégradé mais aussi que le 60HAB{Ipéstotransformé. L&igure
156afait apparaitre clairement deux groupes de corapwhts : le premier groupe,
dont les courbes se superposent quasiment, enigla@moin et les expériences avec
la goethite et la magnétite. Le cas de ke€ldistingue de ce groupe. D’un point de
vue général, nous remarquons qu’en présence ow@damiéere, le 60HABT est
produit dans les 4 expériences mais dans des doatiens plus importantes pour le
cas FeGl Nous remarquons également que pour les expésesams lumiere, le
60HABT s’accumule dans le milieu pour les 4 cassatpu’en présence de lumieére,
il est dégradé. L&igure 156b montre des concentrations trés faibles en 40HABT.
Le 40HABT est présent dans le cas du témoin etafgsfen présence de lumiére.
Cependant et d'un point de vue qualitatif seulenwtles concentrations étaient
bien trop faibles pour étre quantifiées avec préajde métabolite est apparu sur les
chromatogrammes de toutes les expériences réatisgaesence de lumiére.

Dans la partie précédente sur les complexes wmpges de fer, nous
avions conclu que pour dégrader le 60HABT et pnedle 4OHABT, les bactéries
devaient étre en présence de lumiére et/ou enmrésde fer. Ainsi, dans les cas
FeNTA et FeEDDS sans lumiére, nous avions obsardédradation du 60HABT et
la production de 40HABT. Dans les expériences meréeabsence de lumiére mais
en présence de goethite et de magnétite, nous erabss ni la dégradation du
60HABT, ni la production de 4OHABT ce qui nous ameénconclure que dans ces
cas-la, le fer n’a pas été utilisé par les bactérie
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Figure 156 Evolutions des concentrations en 60HA&RTet en 40HABT (b) lors de la
biodégradation d’ABT en présence ou non de gaefBi. 1 mM en fer), de magnétite (éq. 1 mM en
fer) et de FeGI(1 mM), avec et sans lumiéere

La Figure 157 présente I'évolution des concentrations en feal tet
en Fe(ll) au cours de ces expeériences.
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Figure 157 Evolutions des concentrations en fealt(d) et en Fe(ll)(b) lors de la

biodégradation d’ABT (0,5 mM) en présence de gtefléig. 1 mM en fer), de magnétite (éq. 1 mM en
fer) et de FeGl(1 mM), avec ou sans lumiere
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La Figure 157a montre que dans tous les cas, trés peu de fer est
soluble, les concentrations étant cependant un phesi élevées en absence de
lumiére. Nous observons, d’apresHmure 157h qu’il y a également trés peu de
Fe(ll) en solution. Notons que sa concentratiorcependant plus importante dans le
cas FeCGl en présence de lumiére.

Si nous détaillons maintenant les différents aasus observons
gu’'avec la goethite et la magnétite, le fer n'eas poluble et qu’il n'a donc pas pu
étre internalisé par les cellules. Ceci est cohliéeac le fait que I'ABT ait été peu
dégradé, c’est-a-dire dans des ratios similaireseax du témoin, et que les
concentrations en 60HABT et 4OHABT sont tres practe celles du témoin. Le
cas Fe( est un peu différent. En effet, nous pouvons soirlaFigure 155et dans
le Tableau 20que la dégradation de I'ABT est légerement faverieesque FeGl
est présent et sous irradiation. En effet, apré&hbtires d’'incubation, 24 % d’ABT
est dégradé en présence de geCte lumiere contre 10 % seulement dans le cas du
témoin. Cette amélioration de la dégradation d8TA'est pas significative dans le
cas sans lumiére puisque nous atteignons un pdageede dégradation de 38 % en
présence de Feflet de 36 % dans le témoin. Lorsque Re€$t en solution,
I’équilibre suivant est finalement présent :

pH>7
FE*+3H0 > Fe(OH) (s) + 3 H
Fe(OH) (s) + H PE— Fe(OH)' + H,0

L’espéce Fe(OHs) est la premiere espéce de fer particulairesqui
forme lorsqu’on dissout du fer ferrique dans I'eades pH >5,0. Cette espece qui
n‘est pas organisée, ni cristallisée, est en dumailavec la forme soluble Fe(GQH)
Pour des pH: 7,0, cet équilibre est tres en faveur de la foFr@@OH)(s) mais on ne
peut pas exclure la présence de FeOKuelques uM). Cette observation permet
de comprendre pourquoi en présence de lumieregedaadation de I'ABT est plus
importante ; en effet, la forme Fe(QH)est une forme trés photoactive qui produit
des radicaux hydroxyle sous irradiation.

1.3 Conclusion

Nous sommes partis de la constatation qu'en poésdu complexe
FeNTA, les cinétiques de biodégradation de I'ABTr paa rhodochrousétaient
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fortement accélérées avec une disparition quasptEaende 'ABT. Nous avons vu

que le chélatant NTA n’était pas dégradé par letéii@s lorsqu’il était seul mais

qu’il I'était en revanche lorsqu’il était sous larine complexée FeNTA. Cette
observation nous a laissés penser que la bactéemmalisait le complexe FENTA et
gu’alors elle pouvait utiliser le fer. Nous avorend cherché a savoir si le fer pouvait
étre internalisé sous d’autres formes. Ainsi nougna travaillé d’'une part avec

d’autres complexes organiques et d’autre part aescoxydes ou oxy(hydr)oxydes
de fer.

Nous pouvons conclure, dapres les expériencesriteg
précédemment, que pour étre utilisé Raodococcus rhodochrouke fer doit étre
disponible, c’est-a-dire qu’il doit étre solubld. doit donc étre sous forme de
complexe stable aux conditions de pH du milieuleSiomplexe n’est pas stable ou
que I'agent complexant est dégradé par la bact&mame c’est le cas du citrate pour
le complexe Fe-citrate, alors le fer précipite dapnent et n’est donc plus disponible
pour la cellule. Les complexes FENTA et FeEDDSqueint & eux des constantes de
complexation éleveées, respectivement log K = 15/@gK = 22,0, qui permettent
d’éviter une décomplexation trop rapide a des Eés (7 a 9).

Plusieurs possibilités sur l'utilisation et leveair du fer sont donc
envisageables en fonction des conditions de pHeéa dhature du processus mis en
jeu, a savoir microbiologique ou photochimique.sicbéma de I&igure 158résume
les différentes voies possibles du devenir du fer.

- voie 1: le fer est sous forme d’oxydes ou d’oxylHgxydes non
soluble, et dans ce cas il n’est pas disponible [zocellule

- voie 2 : le fer n'est pas complexé ou il est sooisneE complexée
Fe’*L mais ce complexe est instable au pH du milieu.féreprécipite donc sous
forme d’hydroxyde Fe(OHjs) et devient indisponible pour la bactérie.

- voie 3: le fer est sous forme complexé€‘Eeet ce complexe est
stable au pH du milieu. Dans ce cas, le Fe(lllyéguit en Fe(ll) de deux maniéres :
1) soit photochimiquement. Il y a alors productdes radicaux
"OH en paralléle qui vont attaquer 'ABT.
2) soit microbiologiqguement. Le Fe(ll) active rtegnes
enzymes d&. rhodochrouge qui favorise la dégradation de 'ABT.
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A partir de 13, le Fe(ll) peut :

= soit se réoxyder en Fe(lll) si il n’est pas stadilpar un complexant et
alors précipiter sous forme de Fe(Q(d)

»= soit étre complexé par un ligandgeh issu de la dégradation
photochimique ou microbiologique du ligand L de ai¢p

» soit étre complexé par un ligangeiproduit par la cellule

Le ou les complexes de Fe(ll) 1‘ormés,2+P.£eeg et/ou Fé'Lce, pourront
finalement se décomplexer au cours du temps ermésde lumiére et/ou a cause
des conditions physico-chimiques du milieu, redoindu Fe(lll) qui précipitera
ensuuite sous forme de Fe(Qf3) .



186 RESULTATS Role du fer dans les processus de photo- et dégiadation de 'ABT

insoluble

Oxyde de fer —~ I_._.tl

fer |nd|sp0n|ble

]
=
2
Fe’
\F’H
L
@
pH
FeL - Fe(OH)y(s)

décomplexation fer indisponible

R. rhodochr%

biodégradation o photodégradation
2+

Ldeg

Lcell
0,
F92+L deg > Fes <— FeZ+L cell
0, O,
pH pH
et/ou et/ou
hv hv

Fe(OH)s(s)

fer indisponible

Figure 158 Schéma montrant I'utilisation et le develu fer (L : ligand présent dans le milieu

agueux ; deg: ligand issu de la dégradation photochimique darobiologique de L ; kell : ligand
produit par la cellule)
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Chapitre 5
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Les résultats obtenus au cours de cette thesertapp une
contribution significative d’'une part a la connaisse du métabolisme d’'une souche
microbienne de I'environnemeRhodococcus rhodochro®@BT18 et d’autre part a
la compréhension des mécanismes de bio- et photdkmn du 2-
aminobenzothiazole en présence de fer.

Une étude originale des bactéries réalisée paN Riwivo du**C et
du **P nous a permis de mettre en évidence différentepriptés métaboliques
intéressantes pour les mécanismes de biodégradatemms les conditions
environnementales. L'étude du métabolisme du phamephlgui donne acceés a des
indicateurs du métabolisme énergétique comme le iptdacellulaire et la
concentration en ATP, a montré que cette bactéaie sistante a une exposition
aux UV présents dans le spectre solaire et a uaéralniose prolongée. De plus, le
métabolisme phosphoré dehodococcus rhodochrous’est pas perturbé par la
présence de I'ABT, du FeNTA et de leurs produits digradation ni par
'immobilisation des cellules dans des billes diage. Enfin cette étude par RMi
vivo du phosphore a mis en évidence que cette baet@iedes réserves importantes
en polyphosphates qui contribuent a réguler lesticdes de phosphorylation et
déphosphorylation des métabolites cellulaires.udétpar RMNin vivo du carbone
couplée a I'utilisation de glucose enrichi’®@, montre la synthése de tréhalose chez
cette bactérie. L'analyse des isotopomérésdu tréhalose montre que ce composé
peut étre synthétisé soit par voie directe soiegpeversion de la glycolyse. Ce
tréhalose est important pour cette bactérie can gart il peut servir de réserve de
produit carboné et d’autre part car il est le mald base pour la synthese de
surfactants. Ces surfactants présent a la surfase dctéries permettent de
solubiliser des polluants afin de faciliter leuotoansformation.

La deuxieme partie du travail de cette thése atr@olimpact
important que pouvait avoir le fer sur I'activatides voies de biotransformation et
de phototransformation du 2-aminobenzothiazole. ldm@ortante augmentation de
la transformation de ce polluant est observée quarfér est présent sous forme
stable et soluble dans I'eau. En effet cette camtiest nécessaire pour que la
lumiére et/ou la bactérie puissent provoquer un améme d’oxydoréduction,
mécanisme primaire pour la dégradation de 'ABTn®&s deux cas, le Fe(lll) est
réduit en Fe(ll) et le ligand est oxydé. Nous avommsitré que ce mécanisme a lieu
dans le cytoplasme microbien apres internalisatiosomplexe alors qu’il intervient
en solution aqueuse photochimiquement. Dans ladleasmicroorganismes, c’est le
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Fe(Il) qui doit activer des oxygénases impliquéarssdla dégradation de I'ABT et
dans le cas de la photochimie des radicaux oxydanteme le radical hydroxyle)
sont a l'origine de cette dégradation. Il est imi@or de noter que pour les deux
complexes de fer (NTA et EDDS), qui conduisent @ angmentation importante de
la vitesse de dégradation de I'ABT, nous observées mémes produits de
dégradation de I'ABT et donc les mémes schémasaieoh photodégradation. Ce
résultat montre que le fer est au centre des psasede dégradation et que le ligand
qui lui est associé est surtout important pourtahilgsation en solution aqueuse et
donc son accessibilité a la lumiére ou aux micranigmes. Cet effet tres positif de
I'ajout de fer dans la solution a également étéenplEslorsque les microorganismes
étaient immobilisés dans les billes d’algina®hodococcus rhodochrousst donc
également capable d’internaliser le fer méme pdsgés une matrice. Enfin au cours
de cette étude nous avons mis en évidence un ceéngodgine bactérienne qui
stabilise le fer sous sa forme réduite. Ceci mogtre ces microorganismes peuvent
synthétiser des complexants du fer.

La caractéristique majeure de I'environnement cegshme nous le
savons sa grande variabilité. En effet, suivantnidgeux, les parameétres physico-
chimiques et chimiques peuvent varier tres fortdmea plus un méme milieu peut
évoluer tres rapidement. Le systeme (espece feretjiRhodococcus rhodochrous
sur lequel nous avons travaillé semble bien adaptécette variabilité
environnementale. D’'une part, les complexes orgemsqFeNTA et FEDDS, sont
stables et solubles dans une gamme de pH compaitiBle 'environnement et en
particulier avec les pH ou les bactéries sont astivD’autre part, la souche
Rhodococcus rhodochrou®BT18 a un métabolisme adapté aux variations
environnementales comme les changements d’oxygénafiexposition aux UV
solaires, le manque éventuel de substrats carlmnpbosphorés grace a la présence
de réserves endogenes. De plus elle est equipé&eutibser des sources de fer
disponibles et activer son métabolisme, ou encsokibiliser les polluants
organiques ; au final elle arrive a optimiser soteptiel dégradatif.

Bien que ce travail ait été réalisé en laboratdae données obtenues
peuvent étre extrapolées a des conditions plus@mementales : les complexes
organiques de fer sont présents dans les eauxellatucomme dans les stations
d’épuration ; les souches dghodococcussont fréquentes dans tous les milieux
naturels (n'oublions pas que la soudRerhodochrousOBT18 a été isolée d’'une
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station d’épuration), enfin nous savons que lesaniganismes sont présents le plus
généralement sous forme immobilisée (biofilms, gats flocs).

Quelqgues perspectives...

Il apparait tout d’abord important de complététude du complexe
FeEDDS d’un point de vue physico-chimique et phioitmoque. En effet, un suivi
par dosage colorimétrique du complexant EDDS senbbiispensable pour
quantifier sa dégradation au cours du processusiéhativité photochimique du
complexe FEEDDS sur le 2-aminobenzothiazole degedeénent étre étudiée pour
mieux comprendre les études combinées de photioiodégradation. Les résultats
montrent qu’en présence de FEEDDS, peu de fer atiég® par les bactéries alors
que la dégradation d’ABT est fortement accélérédesemble donc opportun
d’analyser I'effet des concentrations relatived=eEDDS et en microorganismes.

Les expériences de RMIN vivo du phosphore ont révélé la présence
d’un pic important qui n’est pas classiquement olisehez les microorganismes. Ce
compose original devra étre identifié et recherdfwés d’autres souches, notamment
pour voir s’il est une caractéristique du geRredococcus

En terme de spéciation du fer, il serait tregriggsant de regarder
'impact des complexes de Fe(ll) sur I'activatioesdprocessus de biodégradation.
En effet, ces expériences permettraient de vahdére hypothese d’activation des
enzymes qui se base sur la présence de Fe(ll)catimkire. Un autre aspect
concerne I'impact des oxydes de fer qui sont on@signts dans I'environnement.
Nous avons montré que les bactéries n’étaient gaabtes d’'internaliser le fer sous
cette forme. Cependant il est connu qu'en présatedumiere et d’'un agent
complexant du fer (acides amino- et polycarboxg&)y le fer est solubilisé puis
complexé par ces composés. Il serait donc inténesda mettre au point des
expériences de photo- biodégradation faisant ieténsimultanément des oxydes de
fer et des agents complexants du fer.

Dans I'environnement, nous savons que le ferabsnhdant et qu'il
peut étre présent dans le compartiment aquatique feome de complexes. De plus
de nombreux microorganismes possedent des métjloms a base de fer. Un
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projet de recherche ambitieux sur la généralisad®mette activation des processus
de biodégradatiorvia le fer pourrait étre envisagé en étudiant d’ausesches
bactériennes et d’autres polluants.
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RESUME

La biodégradation du 2-aminobenzothiazole (ABT)t& éomparee entre des
bactéries en suspension dans I'eau et des bacigmmeabilisées sur un support
d’alginate. Trois processus de dégradation de I'ABmt été étudiés: la
photodégradation sous lumiére solaire en présenceothplexe Fe(lll)-acide
nitrilotriacétique (FeNTA), la biodégradation paa bactérie aérobie stricte
Rhodococcus rhodochrous et la combinaison de ces deux processus. Le
métabolisme d&. rhodochrous a été étudié par RMM vivo du3'P et du™*C :
des informations importantes sur le métabolismesphoré et carboné ont été
obtenues. La réponse de la bactérie face a diresssa été évaluée et a montré
sa capacité d’adaptation aux variations environmtahes. La spéciation du fer
pour son rdle important dans l'activation de laddégradation d’ABT a été
étudiée : complexes organiques, oxydes et oxy(bygides de fer ont été testés
pour connaitre les formes biodisponibles pRurhodochrous.

ABSTRACT

The 2-aminobenzothiazole (ABT) degradation was cmegh between free
suspended bacteria in water and bacteria immodilirean alginate matrix. Three
processes of ABT degradation were studied: the qulegfradation under solar
light in presence of the complex Fe(lll)-nitril@gdetic acid (FeNTA), the
biodegradation by the strict aerobic bacterighodococcus rhodochrous and the
photobiodegradation by combining these two proces$®e rhodochrous
metabolism was studied bin vivo *P and *C NMR: information about
phosphorous and carbonaceous metabolism were ebtaifihe bacterium
response faced with different stresses was evaluate showed its adaptation
ability to the environment variations. The iron g#ion for its important role in
the activation of the ABT biodegradation was stddierganic complexes, iron
oxides and oxy(hydr)oxides were tested to know dimavailable forms foR.
rhodochrous.
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