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LES BIOTECHNOLOGIES MARINES
Yves LE GAL

Laboratoire de Biologie Marine du Collége de France
29182 Concarneau cédex

Le cadre général de ce deuxiéme collogue national de
Biotechnologies marines peut étre défini de deux maniéres. Ce sont,
en premier lieu. les aspects fondamentaux qui dessinent
I'enveloppe d'une discipline dont l'aspect multidomaines peut
donner, parfois. aux observateurs extérieurs et press€s une image
floue.

Il convient tout d'abord de rappeler l'ancienneté du monde
vivant marin. Ses 3 milliards d'années représentent un 4ge
respectable si on le compare a celui des premiers Etres terrestres.
Ceci a pour conséquence une diversité d'especes, de systémes
d'organisation, de formes, de solutions adaptatives dont les
récentes recherches dans le domaine de 1'évolution moléculaire
donnent un premier apercu. On assiste réellement anjourd’hui a une
expansion d'une exceptionnelle ampleur de notre univers vivant. Et
ce phénomeéne a pour base essentielle ce que nous apprenons des
organismes et systémes marins.

Le monde vivant est complexe comme l'est tout élément
aquatique, mais avec un changement d'échelle et un effet
multiplicateur correspondant & la multiplicité et aux possibilités
d'interaction entre les différents sysiémes. Dans cet ensemble, le
biochimiste remarquera en particulier l'existence de réseaux
d'interactions agissant & différents niveaux en termes de
concentrations de molécules. Au niveau le plus élevé, les réseaux
trophiques déterminant les grands équilibres sont sous-tendus par
des interactions plus subtiles de type métabolique : on sait en
effet que de nombreux cycles métaboliques i l'intérieur d'un
individu sont altérés ou tronqués. La continuité des voies est
cependant assurée grice au transfert de molécules entre
organismes de différentes espeéces. Les cycles métaboliques
complets agissent en réalité sur le fonctionnement
complémentaire de multiples organismes.

A un niveau plus subtil. les écosystémes marins sont
stabilisés, régulés par des réseaux de communication faisant
intervenir des signaux (attractants, répulsifs), des toxines et

N

constitués de molécules aux structures tout a fait originales.



D'une maniére générale, il est de plus en plus clair que nos
connaissances sur la chimie et la biochimie des systémes marins
sont encore trés fragmentaires et ne représentent trés
vraisemblablement qu'une infime partie de ce qui reste a découvrir,

a

a exploiter et a gérer.

On observe actuellement un mouvement de grande ampleur,
notamment au Japon, aux USA, et dans le domaine particulier de la
valorisation des sous-produits de la péche, dans les pays
scandinaves. Dans ces deux pays, l'exploitation de ressources
biologiques en biomasse mais surtout en diversité marines
constituent réellement une nouvelle frontiére et un objectif
majeur pour la science, la technologie, le développement des
décennies a venir. Ce mouvement se traduit de maniére visible par
un certain nombre d'initiatives et de réalisations : création au
Japon du Marine Biotechnology Institute (MBI), tenue de colloques
internationaux de Biotechnologie marine (Tokyo, 1989 ; Baltimore,
1991).

A noter également la création par l'Université de Tokyo d'une chaire
de Biotechnologie Marine (RCAST Chair of Marine Biotechnology)
destinée aux chercheurs étrangers.

Le champ des activités relevant des biotechnologies marines est
vaste et recouvre des domaines extrémement variés (Fig. 1). Dans
cet ensemble, ce sont les opérations de valorisation de sous-
produits de la péche et de l'aquaculture qui représentent non
seulement les tonnages traités les plus considérables mais aussi
la majorité des réalisations industrielles existantes {(autolyse
enzymatique des produits de la péche, traitement des algues,
production de chitine, etc.).

Mais iI' ne faut pas négliger I'émergence d'autres secteurs,
porteurs d'une plus grande valeur ajoutée : enzymes, peptides
biclogiquement actifs. A noter le secteur particulierement
prometteur des adhésifs et celui, d'une considérable importance
économique du fouling et des substances antifouling extraites
d'organismes marins.

Le domaine des substances naturelles d'origine marine est encore
relativement peu développé en comparaison de l'énorme potentiel
qu'il représente en pharmacie ou en cosmétologie. Il est clair
cependant que des développements tout a fait intéressants sont

attendus de ce secteur méme si, a4 ce jour, seule une petite dizaine
de substances a donné lieu a des développements industriels.

Un troisi¢me grand domaine est constitué par les applications
des connaissances en biologie du développment. La maitrise des
opérations d'aquaculture suppose que I'on dispose de données




précises sur le déroulement au niveau moléculaire des programmes
de développement et, qu'éventuellement, on sache adapter les
techniques du génie génétique & la production d'organismes plus
productifs, plus stables ou plus résistants.

A cette aquaculture alimentaire, il convient d'ajouter un
domaine nouveau et tout 4 fait important : celui de la production
d'organismes marins modeles destinés aux expérimentations
animales. Il s'agit ici de produire des lignées définies d'aplysies,
de crevettes, d'éponges, comme on sait le faire aujourd'hui pour les
rats ou les souris.

Cette aquaculture-1a se réalise dans des conditions tout 3
fait particuliéres de rentabilité et doit étre prise en compte

sérieusement par les scientifiques.

Ce vaste ensemble d'activités, de domaines de recherche, de
procédés biotechnologiques peut apparaitre disparate . Ceci,
d'autant plus qu'en France de nombreux acteurs interviennent dans
des "Biotechnologies Marines" (Fig. 2).

Le secteur public y est représenté par ses grands organismes
: CNRS, IFREMER, CRSTOM, mais aussi, pour certains secteurs trés
particuliers, par le CEA, I'INSERM, I'INRA.

Les universités participent trés activement 2 ce mouvement
méme si la dispersion des équipes et les conditions souvent
difficiles qui leurs sont faites masquent l'importance et l'impact
de l'effort réalisé. _

Ce qu'il convient de signaler, cependant, c'est l'existence d'une
réelle cohésion de ce trés vaste ensemble.

En tout premier lieu, il convient de signaler les liens
financiers créés par les systémes d'associations (CNRS) et
d'incitation (IFREMER) entre de nombreux laboratoires ou
imstitutions.

Ensuite, et en dehors de ces liens officiels, il ne faut
nullement négliger 1'intérét et l'impact de I'ADEBIO-
Biotechnologies Marines comme lien et élément de structuration de
ces activitds : création de réseaux. organisation de colloques, de
tables rondes. réalisation (méme modeste) d'un annuaire.

L'ADEBIO-Biotechnologies Marines, grice aux liens qu'elle
crée entre les chercheurs, les équipes et les industriels assure un
ensemble de ponts et de communications qui, sans doubler
aucupnement les activités des grands organismes, facilite
efficacement les concertations et les activités conjointes. Le
présent colloque s'inscrit parfaitement dans cette dynamique.
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Fig. 1 : Panorama des Biotechnologies Marines

Fig. 2 : Les Biotechnologies Marines en France
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THEME 1

BIOTECHNOLOGIES DES MICROALGUES

ET DES CYANOBACTERIES




BIOTECHNOLOGIE DES MICROALGUES ET DES CYANOBACTERIES

= BTAT DES RECHERCHEE -

Animateur: ¥Y.HENOCQUE

HENOCQUE.Y: IFREMER Technopolis 40, 155 rue JJ.Rousseau.
92138 Issy-les-Moulineaux cédex.

GUDIN.C: Laboratoire de Biotechnologie des Microalgues/DPVE.
CEN Cadarache. 13108 St Paul-les-Durance cédex.

Y

Lors de la réunion de travail des 7 et 8 Novembre 1990 a
Cadarache, le principe de la constitution d’un réseau national de
recherches en Biotechnologie des Microalgues et des
Cyanobactéries a été retenu. Afin de préparer les bases d'une
programmation coordonnée, plusieurs groupes de travail ont &té
constitués autour de grands thémes horizontaux, sous l'impulsion
de C.GUDIN, chargé de mission par le Ministére de la Recherche et
de la Technolcogie pour établir un bilan sur les recherches menées
en France sur la Biotechnologie des Microalgues et des
Cyanobactéries.

Ceci a donné lieu & la publication par le Réseau d'un
annuaire de Biotechnologie des Microalgues et des Cyanobactéries
disponible sur demande auprés de Y.HENOCQUE (IFREMER) ou C.GUDIN
(CEA). Les rapports des 5 groupes de travail et le rapport final
de C.GUDIN sont é&galement disponibles sur demande auprés de
C.GUDIN.

Le constat d'ensemble fait apparaitre les points suivants:

- Une centaine de chercheurs travaillent en France sur cette
thématigue, de l'amont vers l'taval.

- Les recherches sont effectuées dans ou instituts variés.

- Les éguipes sont souvent de petite taille (1 & 2
personnes) et trés dispersées geographiquement, diou la
nécessité d'un Réseau. A nhoter toutefois une coopération active
entre 1'IFREMER et le CEA dans le cadre d'une convention de
recherches, Cadarache étant pour l'instant le lieu privilégié de
cette collaboration avec la perspective d'un pole Méditerranéen
de transfert industriel qui est assuré par USSI-INGENIERIE dans
le cadre de la Société d'Héliosynthése (Salins de Giraud, 1992).



Sont présentés ci-aprés les rapports des groupes de travail
suivants:

- Génie Génétique: JP.DUBACQ.

Ecophysiologie: C.THEPENIER.

- Génie microbiclogique: B.BERLAND.

- Génie des procédés: D.CHAUMONT.

A signaler gu'un DEA de Biotechnologie marine incluant un
enseignement de Biotechnologie des Microalgues et des
Cyanobactéries est opérationnel depuis 1990 & la Faculté 4'AIX-
MARSEILLE 2 (COM). Le responsable du DEA est Mr JC.BERTRAND et
les responsables de 1'enseignement de Biotechnologie des
Microalgues et des Cyanobactéries sont C.GUDIN et B.BERLAND.




GENIE DES PROCEDES

Daniel CHAUMONT
Groupe de Biotechnologie des Microalgues
DPVE / CEN de Cadarache
13108 SAINT-PAUL-LES-DURANCE CEDEX

8i l'on analyse l'ensemble des brevets internationaux
postérieurs & 1971 relatifs aux procédés de production de
microalgues, on constate que globalement, 1la technologie se

trouve répartie dans 2 pays

~

- USA : technologie de culture & ciel ouvert
(lagunes ou bassins plus ou moins aménagés) avec comme objectif
la production de biomasse (en particulier de Spirulina) ou

l*épuration d'eaux usées,

- FRANCE ol le savoir-faire réside en particulier
dans la technologie des réacteurs clos. Ce savoir—-faire constitue
une spécificité reconnue mondialement. Cette technologie
s'adresse a4 la production contrélée de biomasse ou de métabolites
a4 haute wvaleur ajoutée. Son principal avantage est de permettre
une meilleure stabilité gqualitative de 1la biomasse (culture
continue) et des productivités plus é&levées. La plupart des
facteurs de production est contrélée : elle autorise ainsi
l'orientation du métabolisme de 1'algue vers la synthése du
métabolite recherché. C'est ainsi gque 1l'oxygéne agit sur la
synthése d'antioxydant (enzymes, vitamines), la lumiére sur celle
des pigments (caroténcides, phycoérythrine) et la température sur
celle des acides gras polyinsaturés (acide arachidonique, acide

écosapentaénoique).

On oppose depuis longtemps ces 2 technologies non seulement
sur le plan technique mais aussi sur le plan économigque. En
réalité, les prix de revient sont du méme ordre de grandeur. En
effet, les concentrations cellulaires obtenues en systéme clos
sont 10 & 20 fois plus importantes et les coGts de récolte pour
séparer la biomasse cellulaire contrebalancent ainsi des coiits de

production plus élevés liés & un investissement important.
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Une des principales conclusions du dernier Congrés
d'Algologie Appliquée (Tiberias, Israél, Janvier 1990) a été de
reconnaitre gue la culture de microalgues & ciel ouvert avait
atteint ses possibilités maximales et que la différence existant
entre les potentialités biologigues des microalgues et les
productivités réellement obtenues ne pourra étre réduite gque par
la culture en réacteur clos.

Ce congrés a également permi de faire le point sur les

différents systémes clos a l'étude

Réacteur tubulaire horizontal {Groupe de
Biotechnologie des Microalgues, CEN de Cadarache - Brevets
Frangais n°87 13647, 90 00279, 91 03781)

- Reéacteur tubulaire vertical (PHOTOBIOREACTOR LTD,
Murcia, Espagne) ou incliné (Collaboration CEA / IFREMER)

-Réacteur hélicoidal (Université de Murdoch, Australie)

-Fermenteur classigque, non transparent et éclairé par

des fibres optiques plongeant dans le culture (0.V.I., Bordeaux).

La premiére recommandation du Groupe de Travail "GENIE DES
PROCEDES" est de poursuivre l'effort de recherche dans le domaine
des réacteurs clos afin de conserver 1l'avance technologique
acquise, avec comme objectifs

- Une meilleure fiabilité

- Une optimisation sur le plan technique de ce concept.

Pour atteindre ces deux objectifs, les 2 principales voies

de recherche identifiées sont les suivantes:
-~ HYDRODYNAMISME ET TECHNOLOGIE DE CIRCULATION DE LA CULTURE

La mise en circulation de la culture a pour double finalité
de maintenir la suspension de microalgues homogéne et d'assurer
de bons transferts gaz / liquide / cellule. Une solution consiste
34 maintenir un régime turbulent et donc une vitesse de
circulation élevée. De telles conditions de culture engendrent
des forces corrosives au niveau cellulaire. Il s'agit donc de
trouver, en fonction des caractéristiques de chaque espéce de
microalgue, un juste milieu entre cette fragilité cellulaire et

la nécessite de maintenir un régime de fluide turbulent. L'air-
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1lift est une technologie particuliérement adaptée pour circuler
des microalgues fragiles (espéces flagellées comme

Haematococcus, Dunaliella...) et sa supériorité& par rapport aux

pompes a été démontrée.

- L'ASEPSIE

=~

Mis & part gquelques cas particuliers comme Spirulina
(culture entre pH 9 et 11), Dunaliella (eaux sursalées, 3M Nacl),

Scenedesmus ou Chlorella (algues écologiquement dominantes), la

plupart des cultures sont sensibles aux contaminations. La

réalisation d'une culture monospécifique implique

- De disposer de souches axéniques obtenues au laboratoire
par micropipettages ou étalements en boite de Pétri. Cette axénie
doit étre maintenue au cours de la préparation des différents
inocula nécessaires &4 la mise en culture d'une unité de

production de microalgques.

-Pour maintenir cette stérilité, 1les réacteurs de culture
doivent obéir aux principaux impératifs suivants:
- Efficacité de la stérilisation préalable

Résistance du photobioréacteur aux agents

stérilisants

Fiabilité des composants lnacessibles (sondes de

mesure, pompes...)

Contrdle des échanges avec l'ambiant

Configuration du systéme de culture (en
particulier absence de points bas)

- Prévention de l'adhérence des algues sur les
parois des tubulures

- Etanchéité des différentes parties du systéme de

culture les unes par rapport aux autres.

Une solution envisageable est la pressurisation du réacteur
de culture. Une pression interne supérieure & 1'ambiant de
l'ordre de 0,5 & 1 bar permet en effet, dans le cas ou des
échanges culture /ambiant existent, de n'avoir que des échanges
de l'intérieur vers 1l'extérieur du réacteur évitant ainsi toute
contamination de la culture. Ce Type de réacteur est actuellement
étudié & Cadarache par A. MULLER-FEUGA dans le cadre de 1la
collaboration CEA / IFREMER.

12



La deuxiéme recommandation du groupe de travail est de
diversifier la technologie de culture par 1l1l'étude de nouveaux
types de reacteurs.

- REACTEUR A CELLULES IMMOBILISEES pour 1la production de
métabolites excrétés dans le milieu de culture (polysaccharides,
hydrocarbures, toxines, agents d'osmorégulation...) ou pour la
dépollution par biocaccumulation d'éléments. Une compétence dans
ce domaine est disponible : UTC de Compiégne, INTECHMER, CEA (C.
Thepenier, Thése UTC de Compiégne, 1984).

- REACTEUR A DIALYSE mettant en oeuvre des é&changes a
travers des membranes et destiné & la culture d'algues trés

fragiles (Dinoflagellés...).

Enfin le groupe de travail recommande des thémes d°®études

plus généraux :

-~ PILOTAGE DES PHOTOBIOREACTEURS : automatisme, systéme de

surveillance et d'alarme connecté au réseau de télécommunication

- MODELISATION : utile pour la conception et le
dimentionnement des outils de production et leur exploitation.

13




GENIE MICROBICLCGIQUE

- B.BERLAND -
Centre Océanologique de Marseille,
Rue de la batterie des lions.13007 MARSEILLE.

Plus de 1000 souches de Microalgues et de Cyanobactéries ont
8té répertoriées en France. Elles se répartissent comme suit:

- Souches dforigine dulgagquicole:
- Souches d'origine marine:
- Souches dforigine terrestre:

- Souches de sédiments:

LES COLLECTIOHNS

Leur contenu:

8 Algothéques contenant

650
300
60

gquelques unes.

répertoriées dans 7 administrations ou instituts:

INSTITUT PASTEUR (PARIS) :
MUSEUM D'HISTOIRE NATURELLE:
(PARIS)

UNIVERSITE DE CAEN:

CEA (CADARACHE) :
INSERM (VILLEFRANCHE/MER):

COM (MARSEILLE):
INRA (THONON LES BAINS):

IFREMER (BREST):

au moins 30 souches ont ét
essentiellement des 420
Cyanobactéries.
souches d'eau douce: 400
Chlorophycées, Euglénes.
souches marines: 110

Phytoflagellés notamment.

souches a intéret industriel 80
souches marines: 65
Diatomées notamment. )
souches marines. 60
souches d'eau douce: 50
Chlorcphycées, Cyanobactéries.
souches marines pour 30

aguaculture.

Différents laboratoires possédent une collection de taille

Y

réduite, correspondant & une thématigque bien précise:

IFREMER (NANTES) :
UNIVERSITE (NANTES):
UNIVERSITE (TOULOUSE):
UNIVERSITE (PERPIGNAN) :
UNIVERSITE (AIX~MARSEILLE 2):

Dinoflagellés toxiques.

Navicula ostrearia.

Diatomées d'eau douce.

Plancton thermal.

Cyancbactéries d'eau douce.
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La plupart des souches ont été isolées par les chercheurs de
ces laboratoires. Les niches écologiques sont en général
identifiées.

La majorité des Cyanobactéries sont axéniques mais par
contre peu de Microalgues eucaryotes le sont.

Peu de souches sont manipulées. Elles le sont uniquement par
forcage physiologique ou par sélection phénotypique
(essentiellement les Cyanocbactéries). Quelgues espéces font
lfobjet d'études génétiques.

Seules 2 algothéques possédent un catalogue:

- L'INSTITUT PASTEUR qui diffuse un catalogue international.

- L'UNIVERSITE DE CAEN qui a publié une liste dans une revue
internationale.

L.eur entretien:

Les Microalgues eucaryotes sont entretenues en milieux
liguide ou gélosé. Seules les Cyanobactéries de 1'INSTITUT
PASTEUR sont conservées dans l'azote liquide.

Presque toutes les collections ont eu des problémes de
contamination par des bactéries ou des champignons entrainant
parfois la perte des souches. Quelques cas de wvirus ont été
constatés et identifiés: les souches sont alors repurifiées ou
réisolées.

Ces collections sont la plupart du temps entretenues avec
des crédits de fonctionnement de laboratoire. L'entretien incombe
souvent & des chercheurs, des techniciens, voire des étudiants
dont ce n'est pas la tache prioritaire. Seule la cecllection de
Cyanobactéries de L'INSTITUT PASTEUR bénéficie de fonds propres
et d'une technicienne a mi-temps.

Lt'éguipement est en général 1limité & une hotte a flux
laminaire et une salle de culture. Le CEA posséde des enceintes
climatisées (photopériode et thermopériode).

TAXONOMIE

Les déterminations sont en général effectuées sur des
critéres morphologiques, appuyées parfois par des mesures par
analyseur d'images. Une approche par biologie moléculaire est
mise en oeuvre chez les Cyanobactéries.
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Trés peu de collections sont supervisées par des
taxonomistes. Un certain nombre de souches ne sont identifiées
que jusgu'au genre.

ACQUIE SUR LA MICROBIOLOGIE DES CULTURES
Les contaminants:

De grandes difficultés sont observées pour maintenir des
cultures algales axéniques sur une 1longue durée, notamment en
mode continu. La limitation est surtout d'ordre méthodologique.
Les contaminants les plus courants sont les bactéries, les
champignons et les virus. Il est difficile de s'en débarrasser
par des variations des paramétres de culture: -pH -~température -
salinité.... Il n'existe pas de traitement direct qui n'faffecte
pas momentanément le développement algal.

Dans les cultures en masse on observe parfois des
contaminations avec des Protozoaires (ciliés, amibes) et d'autres
microalgues. Il est possible alors en fonction de 1'espéce
contaminante de limiter son développement en Jjouant sur les
conditions de culture (pH, taux de dilution, éléments nutritifs).
Par contre il est trés difficile de se débarrasser des formes
résistantes.

Interactions entre microorganismes:

I1 a souvent é&té observé 1la présence de subtances
ectocrines stimulantes ou inhibitrices dans les filtrats de
culture de nombreux microorganismes. De meme les phéncmé&nes de
compétition nutritionnelle ne sont pas négligeables. Ainsi en
rendant les souches  axéniques, on observe parfois des
modifications de leur croissance.

LES POINTS A CONSOLIDER

~ Répertorier toutes les souches pour é&tablir un catalogue
national mentionnant les caractéristiques é&cophysiologiques et
nutritionnelles.

- Etablir une banque de données sur les espéces les plus
etudiées.
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-~ Regrouper la collection en un nombre 1limité de
laboratoires (de préférence aux endroits ou il y a un
taxonomiste).

- Affecter les moyens nécessaires a 1l'entretien des
collections.

- Maintenir quelgues taxonomistes.

LES RECHERCHES A DEVELOPPER

- Développer des méthodes d'identification plus perfomantes
(chimiotaxonomie, ARN ribosomal).

- Développer les recherches sur les interactions entre
microorganismes: compétition, symbiose, pathologie.

- Développer les méthodes de préservation des souches
(cryopréservation, lyophilisation).
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LISTE DE MICROALGUES ET DE CYANOBACTERIES
ETUDIEES EN FRANCE

LABCRATCIRE

CEA
Cadarache

INSERM/CNRS
Villefranche/mer

IFREMER
Brest =2t Nantes

ENS
Paris

ENSCP
Paris

COM
Marseille

INRA
Thonon

INSTITUT PASTEUR
Paris

UNIVERSITES
Caen

Nantes
Luminy

INTECHMER

CLASSE
Rhodophycées

Chlorophycées

Haptophycées
Diatomées

Dinophycées

Chlorophycées

Dinophycées

Haptophycées
Diatomées

Rhodophycées
Cyanobactéries

Chlorophycées
Chlorophycées
Dinophvcées
Haptophycées

Diatomées

Cyanobactéries

Cyanobactéries

Chlorophycées

Rhodophycées
Diatomées
Diatomées
Cyanobactéries

Rhodophycées
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ESPECE

Perphyridium cruentum
Porphyridium aerugineum
Haematococcus pluvialis
Dunaliella salina
Chlamydomonas mexicana
T.Iso

Chaetoceros lauderi
Asterionella japonica
Prorocentrum minimum
Gambierdiscus

Dunaliella tertiolecta
Tetraselmis suecica
Alexandrium tamarense
Prorocentrum lima
Gyrodinium aureolum
T.Iso

Pavlova lutheri
Skeletonema costatum

Rhodella violacea
Spirulina

Botryococcus braunii

Nannochloropsis salina
Prorocentrum minimum
Pavliova lutheri
Thalassiosira pseudonana

Osciliatoria rubescens
Microcystis

Calothrixx
Synechocystis

Brachiomonas submarina
Monodus subterraleus
Rhedella

Phaeodactylum tricornutum
Navicula ostrearia
Synechococystis

Rhodella wviolacea



Bleotechnologie des microalgues et
des cyanobastieries: Cenlie génetique

1= Bilan des recherches @n coUrs.

1-1. Eguipes travaillant dans le domaine:

Le but de cet exposé n'est pas un recencement exhausiif des équipes et das travaux mais
un ciblage des groupes en fonction des objectifs du réseau microalgues et un état de I'avancement
des travaux. Dans les mois qui vont suivre certaines lignes de recherche d'une équipe peuvent
étre abandonnées ou apparaitre dans un autre groupe gui ne sera pas cité ici. Il s'agit donc d'une
image instantannée et fluctuanie.

impligy

Ces équipes se distinguent par la plus grande variéié des algues utilisées, la diversité des
aspects abordés et le fait que les algues sont leur mateériel principal sinon exclusif.

& Institut Pasteur - Unité de physiologie microbienne(N. TANDEAU de MARSACQC),
Cyancbactéries: génome, adapiation & I'environnement.

@ @ Ecole Normale Supérieure - Laboratoire des biomembranes et surfaces cellulaires
végétales CNRS URA 311 { J.C. DUVAL) antenne photesynthétique des algues et des
Cvanobaciéries: fonctionnement, composition et régulation de la biosynthése, génes impliqués.

® & & Equipe de Biologie cellulaire et moléculaire des algues marines 28 ROSCOFF, (S. de
GOER, B. KLOAREQG), préparaticn et culture des protoplastes, génome chloroplastique d'algues ou
de protoplastes d'algues brunes et rouges, génome nucléaire.

& ® @ ® CEA Cadarache (C.GUDIN) sélection de souches productives et cultures en masse
et également CEA Laboratoire des Cyanobacteries (F. CHAUVAT) radiorésistance et expression de
génes codant pour des hormones et des antibiotiques chez Synechocystis .

D'autres équipes comme celle de F. JOSET & Marseille (Synechocystis) travaillent
également sur les microalgues.

Ces diverses équipes utilisent les algues essentiellement comme modéle pour des études
biochimiques et physiologiques.

-IBPC (P. JOLIOT, F.A. WOLLMAN, P. BENNOUN) pour la biclogie moléculaire et la
génétique du chloroplaste chez Chiamydomonas;

-CNRS GIF Laboratoire de Biochimie des membranes (A. TREMOLIERES J. GARNIER)
pour le chloroplaste de Chiamydomonas et les lipides;

-CNRS GIF Laboratoire de photosynthése ( A.L. ETIENNE, C. ASTIER} pour la
photophysique et I'analyse biochimique et génétique de I'appareil photosynthétique des
Cyancbacteéries.
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1-2-1. Activités concernant les complexes pigmentaires

Elles concernent soit les phycobilisomes des Cyanobactéries et des algues rouges soit
l'antenne des algues brunes ou d'autres pigments.

& Les recherches sont trés avancées en ce qui concerne les Cvanobactéries . Les génes
de nombreuses apoprotéines des phycobilisomes ont été clonés et la régulation de leur
expression a eté étudiée en fonction de divers facteurs de I'environnement tels que la lumiére et
les conditions nutritionnelles (ex: adaptation chromatique, disponibilité en soufre). Cette
régulation s'effectue au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel. Grace a ['utilisation
de mutants et de manipulations génétiques sur des Cyanobactéries on peut encore approfondir
I'étude. Ces modifications de I'équilibre des composants des phycobilisomes peuvent étre
utilisées pour orienter une culture vers la production spécifique de cerfains pigments.

® @ Pour ce qui concerne les Rhodophycées, les travaux sont moins avancés mais déja
I'utilisation des sondes cyanobactériennes a permis d'aborder 'étude du génome des algues
rouges, notamment de cloner et d'analyser les génes codant pour les apoprotéines de
la phycoérythrine chez la microalgue marine: Rhodella.

® ® & Le génome des Phéophyceées est étudié surtout au niveau chloroplasiique sur une
"microalgue” filamenteuse: Pylaiella. Ce génome est cartographié et connu de fagon ftrés
détaillée. il apporte des informations sur l'origine et |'évolution de I' ADN des plastes.
Ce travail montre {'origine muiltiple probabie du plaste des Phéophycées faisant intervenir au
moins 2 endosymbiontes dont 'un sergit proche des bactéries pourpres et ['autre
cyanobactérien.

® ® ® ® Par ailleurs I'étude de la structure et du fonctionnement de I'antenne des aigues
(Cyanobacteéries, Algues rouges et Algues brunes}) a abouti 4 I' isolement de protéines de
I'appareil photosynthétique et & [a préparation des anticorps correspondants . lls permetient
d'aborder des problémes plus complexes liés au génome nucléaire et aux interactions de
contrdles entre le noyau et le plaste pour l'édification des structures photosynthétiques.
Ce travail a déja été entrepris par la préparation des ARN et ADN en utilisant soif des
protoplastes (Laminaria, Chondrus) soit des microalgues telles que Rhodella (Rhodophycée) et
Giraudyopsis (Chrysophycée) . Ceci doit permetire d'accéder maintenant a |'étude de génes
nucléaires et chloroplastiques.

® ® ® & ® Caroténoides et Xanthophylles

En ce qui concerne les pigments caroténoides, des études sur les modifications induites
par les conditions de culiure et les phénoménes de photoinhibition sont actuellement en cours.
lls sont essentiellement orientés vers le cycle des xanthophylies qui permet de modifier les
proportions de différents pigments en réponse & un excés d'éclairement. Ces modifications
conir6lées donnent accés a une composition spécifique par un traitement post-culture. La
production de pigments spécifiques tels que l'astaxanthine est également étudiée.
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® Expression de certains génes Chez les Cyanobactéries, les geénes qui spécifient des
étapes de certains types de différentiation ont été étudiés. Par exemple Ia
glutamine-synthétase et une nucléotide-cyclase ont éié caractérisées. Leur régulation
par phosphorylation semble importanie pour le développement des hétérocystes et la fixation de
I'azote. De méme, un géne essentiel pour le développement des vésicules 3 gaz a été
identifié chez Pseudanabaena.

Dans un travail portant sur l'espéce Synechocystis PCC6803 I'équipe de CHAUVAT a
beaucoup étudié le probléeme du fonctionnement des promoteurs et l'expression de
vecteurs dans cette Cyanobacterie. Il poursuit ce but en étudiant les processus de
recombinaison génétique par analogie avec E. cofi afin de limiter ie remaniement des plasmides
introduits dans la cyanobactérie. Sur cette méme espéce F. JOSET étudie des mutants de
perméases.

Chez Pylaiella les ARNr 16S, I'espaceur de ['opéron ribosomique et les 2
sous-uniiés de la Rubisco ont été analysés, avec la méme optique de compréhension de
l'origine phylogénétique des Phéophycées. Cette étude se poursuit avec les ARN 55 et 23S.

& La préparation de protoplastes surtout orientée vers les macroalgues, I'extention
de cette activité aux microalgues est en cours. Avec des Sphacelaria, des débuts de régénération
sont obtenus. Les protoplastes de macroalgues (Laminaria, Chondrus) sont une forme
particuliére de microalgue qui doit permettre de travailler avec les mémes objectifs que ceux
envisagés avec des espéces unicellulaires .

& ® L'obtention et utilisation de mutants: de nombreux travaux fondamentaux ont fait
appel a la mutagenése aussi bien avec les Cyanobactéries essentiellement Calothrix,
Synechocystis qu'avec les algues vertes du type Chlamydomonas . En dehors de ces espéces peu
de souches mutantes ont eté obtenues et foute l'exploitation de cette technologie reste a
intensifier ou & créer autant pour des études fondamentales que pour des applications .

On peut également noter dans ce chapitre des travaux sur la transformation pour
obtenir la production d'hormones (somatomédine) par génie génétique chez une
cyanobactérie.

& ® ® La sélection de souches et la productivité en conditions contrdlées

La sélection des souches les plus productives dans un cadre expérimental puis
préindustriel, et la définition des conditions optimales de production. L'aspect sélection
est important dans le cadre du présent rapport, il sera retrouvé dans le rapport concernant les
procédés industriels.

2- Rechershes a développer ou & initler

Les modéles actuellement utilisés (Cyanobactéries, Rhodella, Pylaiella, Giraudyopsis et
divers protoplastes) permettent d'aborder de nombreux probléemes physiologiques, de
biosynthése et de régulation. Dans cette optique il convient tout d'abord d'affermir et de
compléter les connaissances dans le cadre des modeles biologiques déja étudiés. A partir de ces
études, un transfert des connaissances sur d'autres matériaux présentant des spécificités
intéressantes pourra alors étre envisagé (biotechnologie des protéines, des pigments,
amélioration et transformation des souches...). Par ailleurs d'autres iignes de recherche
peuvent (doivent) étre ouvertes pour preparer des maintenant ce transfert .
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2-1 Programmes en cours et & développer:

Ces programmes oni été exposés au chapitre 1 , iis peuvent &ire résumés par {rois
directions de recherche qui sont déja, mais doivent devenir de plus en pius, interactives
scientifiqguement (échange de chercheurs, mise en réseau informationnel) et techniquement
(échanges de souches, de sondes, de technologies)c'est 'un des objectifs du réseau microalgues :

® Connaissance des génes codant pour les divers éléments des complexes
photosynthétiques dans les divers types d'algues, ce qui nécessite égaiement de poursuivre
lanalyse détaillée de ces complexes dans diverses situations physiclogiques et en utilisant divers
mutanis par exemple les mutants pigmentaires de Callothrix;

#® Eiude des "linkers™ notamment ceux de haut poids moléculaire, qui assurent
la stabilité des phycobilisomes, leur ancrage membranaire et concourent a I'efficacité des
transferts énergéliques;

W Conirdle génomique et régulation de I'équipement pigmentaire dans les
différents modéles (adaptation chromatique, adaptation 2 I'environnement et aux carences en
minéraux), etla comparaison des reguiations géniques pour des composants analogues
chez une cyanobactérie d'une part et des eucaryotes d'autre part {régulations avec interactions
nucléochloroplastiques).

2-1-2 Métabolisme et physiologie

® La biosynthése et ies modifications possibles des teneurs en caroténoides
doit aussi éire abordée pour mieux profiler des possibilités spécifiques des microalgues.

#% La connaissance d'autres enzymes et génes et importance de leur
regulation pour le métabolisme (lipides, pigments) aboutissant & la notion de métabolisme
intégré, a la différenciation ceiiulaire et 4 la phylogénie.

2-1-3 Biotechnologies:

= La production de mutants des différentes catégories de microalgues doit
étre amplifiée. Aujourd'hui essentiellement centrée sur les Cyanobactéries, elie. est limitée a
certaines souches et & certains types pigmentaires (Callothrix) de métabolismes ou de
différenciation, tels ie metabolisme azoté, ia perméabilité aux glucides... En dehors de mutants
photosynthétiques ce sont essentiellement des mutations concernant les acides aminés qui ont été
étudiées. Des problemes concernant le passage temporaire a [I'hétérotrophie doivent étre
sérieusement appréhendés pour une future sélection. La transformation génétique des
microalgues est actuellement difficile sinon impossible, en tout cas elie est restreinte 4 queiques
cas cyanobactériens. Ce sujet doit étre absolument développé pour offrir des possibilités accrues
d'utilisation de souches meodifices.

® la préparation et la culture des protoplastes de microalgues et
l'utilisation de la variabilité génétique des cellules obtenues est également exploitable pour
lrameélioration des souches puis leur séiection.

# Les conditions dune productivité optimale compte-tenu des facteurs de
Fenvironnement et de la souche utilisée.
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Un certain nombre de points nécessitent une prise en compte rapide pour permetire
d'exploiter ultérieurement les acquis. Un rapide bilan fait apparaitre un besocin d'initier des
recherches dans les domaines suivants:

® La biosynthése des chromophores des Cyanobactéries: en effet les
connaissances sur les apoprotéines sont bien plus avancees que celles sur les chromophores. [is
participent bien entendu a la régulation de I'équipement pigmentaire et leur étude métabolique
puis génomique est essentielle. L'association du chromophore a l'apoprotéine est probablement
un élément général de régulation de ia stabilité des édifices protéo-pigmentaires chez les
Cyanobactéries comme chez les autres Algues, ceci justifie tout a fait une ligne de recherche.

»

® lLes composants polysaccharidiques pariétaux des microalgues

pourraient dans ce domaine fournir un sujet d'étude porteur. Une approche des enzymes de
synthése de polysaccharides pariétaux telles que les galactane-hydrolases et sulfohydrolases a
été envisagée soit par une purification des enzymes & partir de protoplastes, soit gréce 4 des
enzymes bactériennes qui ont été purifiées par ailleurs et qui pourraient fournir les sondes
permettant une approche par la biologie moléculaire. Ceci exige prealablement une banque de
génes nucléaires. Certaines microalgues pourraient étre des modéles pour I'étude de la
production de polymeéres sulfatés.

2.3 Biotechnalogies:

wW Le transfert d'ADN chez les Cyanobactéries est rendu difficile par la

présence d'enzymes de restriction endogénes. Ceci restreint trés fortement les
possibilités de transformation & quelques scuches bien caractérisées. Cette presence d'enzymes
de restriction est associée & une protection de 'ADN des Cyanobactéries par des méthylases.
L'étude des génes codant pour ces enzymes, de leur régulation et des conséquences de leur
inactivation est un préalable a toute manipulation orientée et efficace des souches concernees.

® L'exploration systématique des caractéristiques physiologiques,
biochimiques et génomiques de nombreuses souches n'est pas actuellement réalisée sauf pour les
banques de mutants de Chlamydomonas. En ce qui concerne les Cyanobactéries les travaux
portent actuellement sur trois souches, deux unicellulaires pour ce qui concerne la
photosynthése et une filamenteuse pour la fixation de l'azote. Ceci ne représente qu'une trés
faible partie des potentialités des différentes collections (plus de 400 souches a
IInstitut Pasteuri... et d'autres dans les laboratoires associés au projet) . Une mise en valeur de
cette richesse des collections est aussi un investissement d'avenir. Dans cette méme optique, il
est tout a fait indispensable de mettre au point une technique d'identification des souches
telle que la possibilité d'utiliser les hybridations hétérologues et les profils de restriction de
I'adn total chez les Cyanobactéries et les profils de restriction de I'ADN plastidial chez
eucaryotes. Cette opération devrait déboucher sur un catalogue informatisé des souches.

23




8- Conclusions

En conclusion, il est apparu que certains domaines de recherche sont déja bien avancés,
qu'ils commencent & interagir; d'autres le sont moins mais leur développement est essentiel.
Toutes ces actions doivent étre encouragées ou initiées a l'occasion de projets intégrant les
spécificités de chacun. [l s'agit essentiellement pour le génie génetique de:

-la synthése et la régulation génique et physiologique des
composants de ['appareil photosynthétique, Iles complexes
pigments-protéines, les caroténocides , les chromophores et leur
importance régulatrice;

-la synthése d'autres molécules bioclogiques d'interét
particulier (lipides, polysaccharides...);

-la transformation génétique et les enzymes de resiriction
et de méthylation pour obtenir des possibilités de génie
génétique;

-I'exploitation systématique de la grande variété génétique
des microalgues par ['exploitation des collections, ['obtention
de mutants, la production et la régénération de protoplastes;

-I'optimisation des <conditions physiologiques de
développement en fonction des produits recherchés.

La mise en commun des moyens et des capacités doit permettre une progression plus
rapide. D'autre part les acquis des différentes équipes peuvent permettre une réflexion en aval
au niveau de la physiologie et de la production d'algues a intérét industriel. C'est 13 un des
objectifs du réseau.
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ECOPHYSIOLOGIE

- C.THEPENIER -
Groupe de Biotechnologie des Microalgues
DPVE/CEN Cadarache
13108 St PAUL-LES-DURANCE CEDEX

Il s'agit d'étudier l'action des paramétres de culture en
conditions controlées sur l'expression métabolique des
Cyanobactéries et des Microalgues afin de:

- Déterminer 1les paramétres "clés" de l'expression du
métabolite é&tudié.

- Comprendre le mécanisme dfaction des paramétres.

Les principaux paramétres étudiés sont:

- La lumiére (intensité&, photopériocde},

- La température,

- La nutrition minérale: N (teneur, nature du sel), P...,
- L'apport de C inorganique,

~ La teneur en 02 dissous,

- L'osmolarité.

Les métabolites étudiés sont trés wvariés: il sfagit a 1la
fois de recherches sur les métabolites I"spécifiques des
Microalgues et des Cyanobactéries" et de recherches sur des
activités antibactériennes, antifongiques... ou encore sur les

toxines.

Pour les métabolites '"spécifiques" qui peuvent etre présents
4 forte concentration dans la biomasse cellulaire, on peut sché
matiser de fagon simplifiée les relations paramétres/métabolites

comme suit:

Lumiére Température
! l
Capture Photoprotection Accumulation
Phycobiliprotéines Caroténoides Antioxydants Acides gras
polyinsatureés.

Ces recherches sont effectuées a:
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= INSTITUT PASTEUR
- ENS

- IFREMER

~ CEA

- INSERM

= CNRS

- UNIVERSITES

LES CAROTENOIDES

Principales molécules

Il s'agit principalement de caroténoides stockés dans des
globules chloroplastiques ou cytoplasmiques tels que 1le B-
caroténe et l'astaxanthine.

Souches étudiées
- Dunaliella salina
- Haematococcus pluvialis

Recherches

Etude des paramétres favorisant la caroténogénése (le role
prépondérant de la lumiére a été mis en évidence) et du mécanisme
de photoprotection (role de 1'027?).

Caractéristiques obtenues a ce jour
- B-caroténe: concentration 10% de la MS cellulaire
- Astaxanthine: 3 8 5% de la MS cellulaire.

Autres molécules
Lutéine, zéaxanthine.

Nombre de laboratoires travaillant sur cette thématique: < 5
Concurrence internationale importante:
USA, Australie, Israel.
LES PHYCOBILIPROTEINES

Il en existe 3 types: - Phycoérythrine
- Phycocyanine
- Allophycocyanine

Souches étudiées
- Cyanchbactéries: Calothrix
Synechococcus
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- Microalgues: Rhodella violacea
Porphyridium cruentum

Recherches
Etude des paramétres agissant sur la teneur et Ila
répartition en phycobiliprotéines. Le role de 1la lumiére
(quantité, gualité (adaptation chromatique)) est connu. Le role
de certains éléments nutritifs est en cours d'étude (Na+, S04=).
Etudes visant & comprendre les mécanismes de régulation de
la synthése des différentes phycobiliprotéines.

Nombre de laboratoires travaillant sur cette thématigque: {5

LES ACIDEE GRAS POLYINSATURES

Les acides gras les plus spécifiques chez les Microalgues
sont ceux & 20 ou 22 C et au moins 4 insaturations:

- C20:4W 6 Acide arachidonique

- C20:5W3 Acide eicosapentaénoique

- C22:6W 3 Acide docosahexaéneique

Principales souches étudiées
Les souches du fourrage aguatique:
- T=-Iso
- Pavlova lutheri
- Dunaliella tertiolecta
- Phaeodactylum tricornutum

Autres souches:
- Porphyridium cruentum

Recherches

Etudes des paramétres agissant sur la teneur et 1la
composition en AGPI: le role prépondérant de la température a été
mis en évidence (température de culture, "choc" thermique). Les
études visent & identifier les classes de lipides affectées, &
quantifier 1les cinétiques des modifications observées et &
étudier la réversibilité de ces modifications.

Initiation d'études sur les désaturations.

Nombre de laboratoires travaillant sur cette thématique: 5 & 10.
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LES ANTIOXYDANTS

Ils sont enzymatiques (superoxyde dismutase) ou non
enzymatiques (ascorbate, tocophérols, caroténoides).

Bouche étudiée
Porphyridium cruentum

Recherches
Identification des paramétres favorisant 1la production
d'antioxydants: lumiére?, teneur en 02 dissous?....Détermination

de la nature des mécanismes de protection mis en jeu.

Nombre de laboratoires travaillant sur cette thématique £ 5

RECOMMANDATIONS

- Inciter les recherches sur la caroténogénése, lesguelles

font défaut en France.

- Articuler les recherches sur les phycobiliprotéines des

Cyancbactéries et des Microalgues.

- Articuler les recherches sur les lipides membranaires avec
un accent particulier sur les AGPI et les désaturations.
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THEME II

BIOTECHNOLOGIES DES MACROALGUES




LA PRODUCTION MASSIVE DE GAMETOPHYTES EN FREE-LIVING
CHEZ LAMINARIA DIGITATA (L.) Lamour,

par R. PEREZ et R. KAAS®

Résumé :Les peuplements de Laminaria digitata (L.) Lamour. ne suffisent plus a satisfaire les
besoins de 1'Industrie des alginates qui extrait de cette espéce un acide alginique de haute qualité. La cuiture est

donc envisagée. Elle se heurte & 2 problémes :
- la difficulté que I'on a 2 obtenir suffisamment d'éléments reproducteurs pour I'ensemencement

des collecteurs,

~ la prolifération de filaments appartenant & Ectocarpus sp. dans les cultures de gamétophytes.

La difficulté i obtenir des spores peut étre contoumée par un ensemencernent au moyen de
gamétophytes produits en grande quantité par multiplication a volonté de quelques uns dans des conditions de

température et d'éclairement critiques qui sont 18,5°C et 50 ;cmol.m"'z.s“l_

La présence quasi constante d'Ectocarpus sp. dans les suspensions de gameétophytes est liée au fait
que le compétiteur vit en endophyte dans les tissus de la laminaire. Les nombreux essais d'erradication, sans

altérer Jes gamétophytes, n'ont pas été, pour ['instant, suivis d'effet.

Abstract : The harvest of the wild L. digitara fields of the Britany coasts is not able o feed the
needs of the alginate industry that extracts from this species an alginic acid of a high quality. The cultivation of

L. digitata seems necessary. This project comes up against two problems :

— the difficulty for obtaining the quantity of spores able 1o sow cultivation frames,

- the invasion of Ectocarpus sp. as a desease in the gametophytes and germlings cultures.

We show that the sowing by spores can be replaced by the sowing with a free-living suspension of
gametophytes produced in great quantity from multiplication of some of them in critical conditions of life : 18,5°C

2

and 50 gmolm™ 71, These conditions stop the gametogenesis and increase the vegetative growth. When the

temperature falls down to 15°C, the gametogernesis occurs again.

The contamination by Ectocarpus sp. comes from the fact that this algae lives as an endophyte into

the L. digitata tissus. The trials for destroying it, without killing the gametophytes, atestil} unsuccessfull.

* IFREMER - Centre de Nantes - Laboratoire d'Aquaculture.
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L'algue brune Laminaria digitaza (L.) Lamour. est pratiquement la seule laminariale utilisée par
FIndustrie francaise des alginates en raison de I'acide alginique de qualit€ qu'elle renferme.

Malgré I'é]évation du rendement des bateaux—goémoniers, malgré les diverses tentatives du Comité
Interprofessionnel pour mieux gérer l'exploitation et répartir l'effort de récolte sur 'ensemble des peuplements,
malgré la recherche et Ja cartographie de nouveaux champs, le tonnage prélevé annucllement ne parvient pas a
dépasser 65 000 tonnes fraiches alors que les besoins des usines tournent autour de 90 000 . En fait, il semble que
ces 65 000 t représentent la limite extréme que I'on puisse espérer dans les conditions de récolte actuelle.

En effet, les années o ce tonnage est atteint sont généralement suivies d'une année marquée par une
chute a2 50 000 a 55 000 t. En oulre, lorsque les termpétes d'hiver dévastent les aires a laminaires, les goémoniers
ont beaucoup de difficultés a cueillir plus de 50 000 t car les peuplements clairsemés sont envahis par une algue
inexploitable, Sacchoriza bulbosa.

Aux besoins de I'industrie des alginates, s'ajoutera prochainement Ja demande en jeunes L. digitata
que va occasionner progressivement le marché naissant des algues alimentaires. De méme, I'élevage des oursins
dont le développement est prévisible 4 court terme nécessitera quelques milliers de tonnes supplémentaires : ces
échinodermes sont en effet de grands consommateurs de cette algue. On arrive 4 la conclusion que seule la cuiture
intensive de L. digitata permettrait de satisfaire les besoins de toutes ces activités.

Bien qu'on soit tout 2 fait capable de produire en grandes quantités certaines laminariales telles de L.
Jjaponica (1 500 000 1) et Undaria pinnatifida (prés de 500 000 t), bien que le cycle de reproduction de celies—ci
soit identique & celui de L. digitata, on ne parvient pas i cultiver cette dernigére malgré les nombreuses études qui
ont été réalisées.

On se heurte en effet 2 deux problémes cruciaux qu'il est nécessaire de résoudre pour pouvoir aller

de 'avant.
Le premier a pour origine la difficulté qu'il y a & obtenir un grand nombre de spores i partir de L.
digitata ; Jes quelques zoides libérés ne suffisent pas pour ensemencer correctement des collecteurs.

Le deuxiéme probléme est da 2 la présence dans les tissus méme de la laminaire de filaments
ressemblant par Jeur moerphologie et l'aspect des sporocystes pluriloculaires 4 ceux de l'espéce Ectocarpus.
siliculosus (Dillw.} Lyngb.: ceux-ci apparaissent dans ies suspensions de gamétophytes et se développent si
rapidement qu'ils parviennent & éliminer les gamélophytes, soit dans les ballons de free-living, soit sur les

collecteurs.

La présente note fait le point des travaux qui ont été effectués pour tenter d'apporter une réponse aux
obstacles évoqués ci—dessus.

I - LAMINARIA DIGITATA ET L'EMISSION DES SPORES.

A) OBSERVATIONS SUR LA FERTILITE DE L. DIGITATA.

Chez L. digitata, la fertilité se manifeste par I'apparition du haut vers le bas des laniéres de taches
marron-foncé, d'abord isolées, puis plus ou moins confluentes, les sores, tigrant Ia lame et formant un léger relief
a la surface de la lame.

Pérez (1971 et Cosson (1973) ont constaté que la sorogénése a lieu, pour la plupart des plants, en
juin-juillet et en octobre—novembre. Si I'hiver est particulizrement doux, elle débute dés mars. 11 amrive de rouver
quelques lames fertiles en dehors de ces périodes.

La coupe transversale d'un sore vue au microscope montre la présence sous la cuticule de trés

nombreux sacs, les sporocystes, protégés par des poils recourbés, les paraphyses. A [intérieur de chaque
sporocyste on compte 40 & 50 grains, les spores. La structure est donc typiquement celle d'une laminariale fertile.
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Avec les laminariales comme L. japonica, Undaria pinnatifida, Alaria esculenta, Macrocystis
pyrifera ou Sacchoriza bulbosa, on parvient & obtenir assez facilement des €émissions massives de spores 3 partir
d'un bouquet de lames ou de sporophylles fertiles. L. digitata réagit différemment : si, par chance, une lame libére
quelques zoides biflagellés, les autres ne donnent rien, ou presque, bien qu'elles aient été toutes placées dans les

mémes conditions.

Les différentes cultures réalisées en laboratoire sont généralement obienues en plagant au hasard
dans des boites de Pétri disposées d'abord 2 I'obscurité puis a la lumiere, de nombreux morceaux de laniéres
portant des sores, dans l'espoir d'une émission qui advient parfeis pour deux ou trois fragments.

On n'a pu identifier le ou les facteurs déclenchant ce phénoméne bien que de nombreuses actions
aient é1¢ tentées. La déshydratation partielle des tissus, les chocs de température, les variations de pH, Ia lumiére, la
photopériode, la dessalure, les flashs lumineux, les différentes radiations visibles, toutes ces conditions gui ont un
effet sur les autres laminariales, sont inefficaces sur L. digitata. L'incidence de différents milieux nutritifs est nulle.

Tout se passe comme si, chez L. japonica et Undaria pinnatifida, il existait une large période
pendant Jaquelle les spores sont prétes i étre libérées si bien que beaucoup de sporophylies émettent
simultanément au moindre choc hydrique. Chez L. digitata, par contre, chaque lame, et méme chaque lamiére,
semble avoir un pic étroit de maturité ; De ce fait, les pics des unes et des autres n'étant pas synchrones, le moment
oit une lame est préte 2 libérer ses spores ne correspond pas & celui oi ja lame voisine atteint la maturité pour
libérer les siennes.

On ne sait pas identifier ce pic de maturité ; ainsi, I'émission se limite-t—elle le plus souvent a
quelques spores (20 000 par mi) au leu de la multitude (3 000 000 par ml) déliviée par d'autres laminariales,
quelle que soit Ia quantité de lames déposées dans un méme bain.

La concentration de spores i laquelle on parvient n'est jamais suffisante pour ensemencer
correctement des collecteurs car la distance entre les gamétophytes est trop importante pour qu'il y ait
suffisamment de rencontres entre gametes miles et fernelles. En conséquence, a terme, il »'y a pas assez de zygotes
et de plantules pour alimenter une culture intensive.

Nous avons cherché le moyen permettant de produire, en dépit de la faible quantité de spores
disponibles, un stock important de gamélophytes par free—living capables de générer, au moment souhaité, une
multitude de gamétes.

b) Technique utilisée pour la libération des spores

Dans une population de L. digitaza, on repére de longues lames fertiles dont on préléve les laniéres
présentant Ia plus grande surface de sores sombres. On élimine les bordures souvent épiphytées on nécrosées.
Les fragments ainsi obienus sont traités afin que toute vie soit détruite 3 leur surface. Pour cela, on
les soumet :
- & un brossage soigneux et répété sur leurs 2 faces dans 4 bains successifs d'eau de mer
autoclavée, :
- a un trempage pendant 2 mn dans un bain d'eau de mer additionnée de 0,5 % d’hypochlorite de
sodiumn 2 12°C,
- 3 un ringage dans 2 bains d'eau de mer stérilisée contenant 5 yg.}”l d'oxyde de germanium-

Les frapments sont essuyés avec du papier buvard et laissés i l'obscurité dans une enceinte
isotherme & 15°C jusqu'd ce que leur poids diminue de 25 4 30 % suite & un début de déshydratation. Cela
demande environ 16 h. Une accélération de Ia perte d'eau par ventilation ou chauffage conduit a l'inverse de I'effet
recherché : la quantité de spores libérées est trés faible ou nulle. Il en est de méme lorsque la chute de poids
dépasse 35 %.

Si les morceaux de Jaminaire sont remis dans l'cau de mer, [a réhydratation brutale provoque
Yéclaternent de certains sporocystes puisque quelques spores nageantes apparaissent dans le liquide. Le fait qu'elles
se déplacent rapidement en ligne droite témoigne de leur vitalité. Ce point est important car on peut cbserver
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parfois sous le mictoscope, notamment aprés une trop forte déshydratation, une multitude de spores immobiles :
aucune d'elles ne germe ; elles perdent leurs pigments et disparaissent.

On est généralement loin de ia nuée de spores fusant dans tous les sens obtenue avec L. japonica ou
Undaria pinnatifida. Avec L. digitata, 'observation au microscope permet de compter a peine 3 4 5 zoides
biflagellés sous le halo & la magnification 100.

On pourrait penser logiquernent que, pour en obtenir plus, qu'il suffirait de prolonger le temps de
séjour des lames dans I'eau ou/et d'augmenter le nombre de fragments. En fait, en opérant ainsi, on provoque une
exsudation massive de phycocolloides dont la concentration devient alors toxique pour les spores.

Haug et Larsen (1956,1960,1963) ont montré que ces phycocolloides sont principalement localisés
dans le cortex et 1a medulla. Cest pourquoi, une fois Jes fragments fertiles partiellement déshydratés, nous ne les
utilisons pas intégralement ; nous décollons en copeaux 2 J'aide d'un scalpel la fine couche superficielle qui

renferme les sporocystes. Les copeaux sent brusquement plongés dans un bécher contenant 200 cm?3 d'eau de mer
stérile, 2 15°C, brassée par un agitateur magnétique, sous un éclairement continu "lumitre du jour" de

50 ,u.mol.m"z.s""l'

Cette procédure des copeaux permet d'augmenter la surface de sores mobilisés, d'allonger la durée
de leur maintien dans I'eau, de faire appel a I'agitation, sans pour autant élever la quantité de phycocolloides dans
Ie bécher.

On parvient ainsi & une concentration en spores mobiles 3 fois supérieure a celle obtenue avec Ia
premiére méthode.

Le contenu du bécher est filtré sur toile 3 blutter & mailles de 10 gm de fagon i éliminer les débris
d'algue et les longues chaines de phycocolloides. Les spores mesurant 4 3 6 ym passent au travers.

On récupére une suspension S. Cest & partir de suspensions S de ce type qu'ont €€ réalisées les
expériences décrites ci-aprés. '

IT - DEFINITION DES CONDITIONS OPTIMALES POUR LE
DEVELOPPEMENT DES GAMETOPHYTES.

Ces expériences ont pour but d'établir s'il est possible, malgré la faible concentration de spores dont
on dispose, de trouver des conditions permettant d'appliquer 4 L. digitata le procédé de multiplication des
gamétophytes tel qu'il 2 ét€ utilisé par Pérez et Kaas (1984, 1991) pour Undaria pinnatifida et L. japonica.

A) INFLUENCE DE L'ECLAIREMENT

L'action de l'éclairement sur Ja transformation de la spore en embryospore et le développement des
gamétophytes de L. digitata a é1é suivi par de nombreux auteurs (Sauvageau,}918 ; Hamel, 1931 ; Kain, 1964 ;
Sundene, 1964 ; Pérez, 1971a, 1971b ; Cosson,1973 ; Lining, 1980, 1981 ; Dring, 1985). Pour affiner leurs
conclusions et analyser comment en tirer parti dans la perspective d'une stratégie de culture, nous avons préparé

10 séries de 5 boites de Pétri contenant chacune 150 cm? d'une solution nutritive synthétisée avec:
- 1000 ml d'eau de mer autoclavée,
- 2 ml de Miquej A,
- 1 mal de Miquel B,
- 1 ml de provasoli 6,
-~ 50 pg de Kanamycine sous forme de sulfate,
- 5 ug d'oxyde de germanium.
On disperse dans chacune 3 cm? dela suspension S.
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Dans la salle expérimentale ot la température est maintenue & 15°C, chaque série est soumise i un
état " éclairement, photopériode, qualité de lumiére"” qui lui est propre, comme l'indique le tableau 1.

Qualite Radiations TUBES FLUORESCENTS "LUMIERE DU JOUR"
Rouges
Eclairem! |mtens®{ 30 100 10 20 30 40 60 100 150 250
Photop | 12|24 | 1224 1122411224 |12|24[12124|12[24112(2412|24|12]24]12]24
H [IN]JJ|INJJJINJTJ{INy T {INIT{INFTIIN| JUINF T JIN| T JINY T IIN| ]
SERIE A{B|C|D{E|JFIG|H{T|JT{K|LIM|N|JOJPIQ|RIS|T|U}V
Jours 1
4
Comptes 812 12 (2 (2 [3 |3 {3 |4 (4|5 {4 |5 |57 |6 |6 |6 |7 |7 |67 (7
12 9 (1019 19 |10}10
Depuis 1614 |4 |3 (4 |6 19 {9 |10{9 j11|10{212}11(13|12|32i1G |G |G |G |G |G
20 151G |G |G
La 24 16|17{G (P |P |P {P P |P |P [P |P
2818 |8 |9 |9 (12]1111216(|17]16|G |G |P
Fixation 32 18|G |G |P [P
36 16|G [P |P
Des 40 G
44 1615 |P [P
Spores 4811011211010 |1G |G
PP
chiffre : nombre de cellules du gamétophytes femelle
G : gamétogénese
P : premiéres plantules
J:jour
N : nuit
* :,umol.m“z.s':l

Tableau 1 : influence de lintensité et de la qualité de I'éclairement sur le développement des gamétophytes, la
garnétogénése et 'apparition des plantules.

minimum de 15 zmol m—2s-1 pour évoluer en gamétophyte, chez L. digitata, une intensité de 5 ganol m

La solution nutritive est remplacée au septiéme jour, puis tous les trois jours.

En général, & conditions identiques, les gamétophytes de L. digirara ont un développement plus
lent que ceux d” Undaria pinnatifida et de L. japonica.

Si le passage de la spore & I'embryospore se fait de la méme manigre (dans les 2 premiers jours et
indépendamment des facteurs extérieurs), I'évolution en gamétophyte demande plus de temps et est fortement
influencée par I'environnement.

En lumiére rouge (660 zm), Ja croissance est particuliérement faible, la teinte des cellules sombre et
il n'y a jamais apparition de plantules, ce qui était prévisible suite aux travaux de Lining et Dring (1975) et de
Dring (1985) : les radiations rouges ne permetient pas la gamétogénése,

En éclairement type "lumitre du jour, alors que chez L. japomica, I'embryospore demande un

~2571

suffit 2 provoquer e développement du gamétophyte mile et du gamétophyte femelle. La production de gamétes
n'intervient que vers le 508™€ jour et la germination des plantules vers le 555™¢ lorsque le gamétophyte male est
un buisson de 15 4 20 cellules et le gamétophyte femelle un organisme de 12 3 15 cellules. D'aprés Cosson (1973),
les filaments réagissent plus i la quantité totale de lumigre recue qu'a l'intensité elle-méme.

A mesure que l'intensité augmente, on observe une légére accélération du développement et une
apparition plus rapide de la gamétogénése (au seizigme jour sous 100 gmol m“z.s'l), ce qui limite Ja taille des
filaments & environ 8 cellules sous les plus fortes intensités,
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Dans tous les cas, il y a gamétogénése et apparition de plantules, d'autant plus rapidement que
I'éclairement appliqué est intense. Contrairement i L. saccharina {Lining,1980,1981,1988 ), la photopériode ne
semble pas avoir d'influence significative tant sur le moment ot naissent fes sporophytes que sur la densité,

Au dessus de 200 gmol m~2.5~1, les plantules ont tendance & se détacher 7 4 8 jours aprés leur
germination. {1 se pourrait que Fon ait, comme chez L. japonica, un probléme de photosensibilité du crampon.

On observe ¢a et 1a dans les cultures un phénoméne dont nous parlerons plus loin : 1a présence de
thalles d'Ectocarpacées, peu développés et stériles sous radiations rouges, mais en longs filaments porteurs de
sporocystes pluriloculaires ailleurs.

B) INFLUENCE DE LA TEMPERATURE
Des séries de boites de Pétri sont préparées comme précédemment & 15°C. Tandis que l'une d'elles

est maintenue & 15°C, chacune des autres est amenée progressivement, avec une variation de 0,5% par jour, & une
température propre comme l'indique Je tableau 2.

Temp. 10 { 11 J 12 | 13 [ 14 | 15 { 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22
Photopér. |7 {N}J [N|J[NJJIN[IINJTIN{T [NIT NI IN]T IN]T INJT]N]T IN
1
412 1 31 41 4| 4| 43| 4a]s5s S| 6} 4] 5
8 (
12 11|27 8])
Nombre 16 14 ( (
200 5 7| 8 {12]16]| G ) )
de 24 G| P 18] 1819 161 14| ( (
28 14 G ( ) )
jours 32 12{12] G| P P | 20 ) ( (
36 9 | Gy G| P G |22 18} ( ) )
depuis 40 PP ) ( (
441 10 ' P ( ) )
émission 48| G 25 | 28 | ) ( (
52 ( ) )
s4p P ) ( (

Chiffre : nombre de cellules du gamétophyte femelle
G : gamélogénése
P : premiéres plantules

{ - décoloration
)
Tableau 2 : influence de la température sur la croissance des gamétophytes, la gamétogénése et je
développement des plantules,

Pour tous les cas, on a adopté un éclairement aux caractéristiques "lumiere de jour" de
60 umol m~2571 zinsi que deux types de photopériode 12-12 et 24-0. Comme I'a constaté Cosson (1972,1973),
15°C constitue la température qui conduit le plus rapidement 2 la production de plantules. Il les voit apparaitre au

bout de 30 jours alors que nous les obtenons dés le 168™M€_ Sans doute, faut—il attribuer cette différence au milieu
ntutritif employé ; il utilise un dérivé du milieu ESI qu'il a modifié en "ES-Tris".

Entre 16°¢t 17°C, la gamétopénése est retardée au profit de I'activité méristématique.
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Au-—dessus de 18°C, on n'observe plus de gaméiogénése ; entre 18 et 19°C, le développement des
gamnétophytes des deux sexes se traduit par la formation continue de trés longs filaments abondamment ramifiés.

A partir de 20°C,les divisions s'arrétent aprés 5 & 6 cellules ; des formes de résistance s'ébauchent
chez les gamétophytes femelles dont certaines cellules s'arrondissent et épaississent leurs parois tandis que d'auires
se décolorent ; tous les gamétophytes males sont détériorés. Cette détérioration semble étre irréversible car le
retour progressif 2 15°C ne modifie pas 'évolution et ne fait pas réapparaitre la gamétogénése.

A22°C, 1l 'y a pas de survie.

En placant des spores nageantes i cette température, Cosson (1973) vérifie qu'aucune ne germe ;
déja, a 20°C, 1 observe 70 % de mortalité.

Il est clair que les gamétophytes de L. digitaza supporient trés mal les températures supérieures
20°C et pas du tout celles au—dela de 22°C ; ils ne présentent méme pas de formes de résistance, telles que celles
décrites chez L. japonica ou Undaria pinnatifida.

Ces constatations recoupent parfaitement les observations que l'on peut faire dans la nature: Les plus
beaux peuplements de L. digitata s'étendent de I'fle de Bréhat 4 Ja pointe de Penmarc'h o1 la température estivale
ne dépasse pas en général 16°C ; entre le Sud de Ia Bretlagne et le Morbihan, les champs deviennent hétérogénes.
On ne trouve plus l'espéce au—dela de I'fle de Noirmoutier : la température y atteint en été 20°C. On rote cependant
une exception : quelques colonies de L. digitata vivent le long de la cdte cantabrique (Seoane-Camba, 1965) ;
mais, elles correspondent 4 des zones de remontées d'eau froide (up~welling).

En-deca de 15°C, le développement des gamétophyies est d'autant moins rapide que la température
est basse; En outre, la gamétogénese se déclenche de plus en plus tard. A 10°C, il faut attendre presque 2 mois
avant d'observer les premiéres germinations de plantules. Bien qu'elles deviennent aussi nombreuses qu'a 15°C,
leur croissance en longueur est cependant 4 fois plus faible.

Pour obtenir la multiplication des gamétophytes, il faut se situer dans des conditions ol lactivité
méristématique est intense et ol la gamétogénése peut étre suspendue car le déclenchement de cette derniére
stopperait Ja division cellulaire.

La comparaison des tableaux 1 ¢t 2 conduit  la conclusion que ces conditions sont remplies lorsque

'éclairement en lumiére du jour est entre 40 et 60 g mol m2sletla température entre 18 et 19°C. Nous avons
essay¢ de le vérifier expérimentalement en nous basant sur les valeurs suivantes :

- température : 18,5°C;

- éclairernent lumiére du jour: 50 ymol m
— photopériode: 24 de jour sur 24 ;
- maintien en suspension des gamétophytes par free~living.

-2571,

I - MULTIPLICATION DES GAMETOPHYTES EN FREE-LIVING

La technique utilisée est comparable a celle appliquée & Undaria pinnatifida.

Un ballon de 2 1 est rempli aux 3/4 de la solution nutritive formulée ci—dessus, & I'exception du
milieu Miquel B qui est ajouté en demnier. Il se produit un nuage de phosphate de calcium. On y verse alors

100 cm de Ia suspension contenant Jes spores nageantes. Ces demi¢res perdent leurs flagelles, se fixent sur les
fibres du précipité et germent vers le Séme jour.

On provoque une agitation par injection d'air qui a été stérilisé par barbotage dans une solution de
sulfate de cuivre & 20 %, L'air dissout progressivement le précipité de phosphate de calcium et Jibére les
gamétophytes naissants.
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Parallélement, Ja température est portée de 15 & 18,5°C par élévation de O,5°C par jour pour éviter Ie
risque de choc thermique.

Comme le laissaient prévoir les expériences précédentes, la croissance puis la multiplication des
gamétophytes par segmentation s'effectuent lentement par rapport & Undaria pinnatifida. 1.a coloration brun clair
n'apparait qu'au bout de quinze jours alors que les gamétophytes ne sont pas encore ramifiés. I faut prés de 2 mois
pour aboutir & un ballon de 2 1 opaque et plus de 3 mois et demi pour,  partir d'un ballon de 2 1, obtenir un ballon
de 612 la concentration maximale de gamétophytes.

Si la température est abaissée en—dessous de 16°C, on observe, dix jours plus tard, la présence de
plantules dans la suspension. On peut s'élonner que, malgré le peu d'éclairement pénétrant dans Je ballon, il puisse
y avoir production de gameétes ; en fait, Ja gamétogénése affecte sans doute les gamétophytes lorsque, au gré du
courant induit par le bullage, ils viennent 4 la périphérie.

Aprés Je 2éme mois, il est difficile de maintenir les gamétophytes en suspension que ce soit en
augmentant la puissance de l'air qui assure le brassage ou en pratiquant un broyage pour raccourcir ces
organismes.

Une observation attentive au microscope de la culture révéle, mélés aux gamétophytes de
L. digitata, des filaments ayant la morphologie d'Ectocarpus siliculosus() (Dillw.) Lyngb., de plus en plus
nombreux et de plus en plus longs 2 mesure que le temps passe. Ceux sont eux qui piégent les gamétophytes dans
le réseau qu'ils constituent. [Is générent ainsi la formation de lourds amas qui sédimentent sur Je fond du ballon oil
ils se dégradent.

A 18,5°C, Ectocarpus sp. prolifere selon deux procédés :

- par segmentation lorsque les filaments sont cassés par I'agitation ;
- par les spores libérées de ses nombreux sporocystes pluriloculaires.

Ainsi, l'ectocarpacée envahit littéralement Ie ballon et élimine les gamétophytes de Jaminaire.
Cette présence quasi constante, en dépit des soins apportés 4 la création du free-living et quelle que
soit l'origine des lames fertiles, a confirmé qu'il ne s'agit pas d'un simple phénoméne de contamination au cours

des manipulations.

Nos efforts se sont focalisés sur I'élimination de ce compétiteur.

IV - LA LUTTE CONTRE ECTOCARPUS sr.

A) LES MOYENS CHIMIQUES

La destruction d'Ectocarpus sp. a ét€ tentée i deux niveaux :
— sur Ja Iame fertile car on pouvait supposer que le contaminant était en épiphyte sur la lame
fertile et avait résisté tant au brossage qu'a I'action de Feau de javel ;
— dans le ballon de free-living méme.

a) La stérilisation de la surface de Ia fame.

Le but a consisté 2 déterminer la concentration maximale d'hypochlorite et la durée maximale
d'exposition qu'il est possible d'utiliser sans tuer le contenu des sporocystes.

(1) Nous avons conservés Ja dénomination Ectocarpus sp. car E. siliculosus n'a pas €€, 2 nolre connaissance,
signalé comme endophyte.
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Des laniéres fertiles ont été débarrassées de leur bordure souvent épiphytée et de toute tache ou
déchirure suspecte. Dans leurs sores, on découpe des lots de fragments de 5 2 6 cm de longueur et 2 cm de
largeur. Chacun des lots est plongé dans une solution “eau de mer~hypochlorite de sodium & 12°ClI" qui lui est

propre et pendant une période déterminée. Les doses choisies vont de 52 30 mlI~1: es durées de 1 2 25 mn.

Le trempage dans la solution biocide est suivi de trois ringages en eau de mer azoique. Aprés avoir
soumis les morceaux de laminaire 2 une déshydratation partielle, on observe a la remise 2 Feau 1'état des spores qui
sont émises.

Le tableau 3 résume l'expérience et les résultats.

DOSE DUREE DU TRAITEMENT (mn)
ppm 1 5 10 15 20 25
5 \ O v \% I I
10 v v [ 0 [ 0
15 o) 0] O [ I 0O
20 \ 0 0 O 0 O
25 I I 0 0] 9] O
30 0 9 I O 0 0

Tableau 3 : influence du traitement des lames fertiles par I'hypochlorite de sodium. V : émissionde
spores nageantes ; ] : présence de spores immobiles ; O : pas de spores.

L'interprétation de ceux—ci est délicate car les fragments peuvent ne pas libérer de zoides sans avoir
€té pour autant affectés par 'oxydant. Cependant, lorsqu'on voit au microscope des spores se déplacant rapidement
en ligne droite, on peut conclure que les conditions de traiternent n'ont pas altéré leur vitalité. Si, par contre, les
spores sont immobiles et ne germent pas, il est permis de penser qu'elles ont été tuées par le biocide.

On distingue 3 sitvations limites auxquelles il ¥ a encore survie de spores

15 mn de trempage a5 ppm,
10 mn 4 10 ppm,
1mn 220 ppm.

Des essais sur des cultures d'Ectocarpus sp.en boites de Pétri, soumises & ces doses pendant ces
durées, montrent que l'algue est radicalement décolorée et détruite.

Si elle avait été a la surface des fragments traités & I'hypochlorite, elle aurait di étre tuée et donc
absente de ]a suspension de gamétophytes obtenue avec les spores libérées.

Or, on voit rapidement apparaitre Ectocarpus sp. dans le free-living. Clest que l'espéce provient,
non de la surface de l'algue, mais de l'intérieur des tissus ot elle vit en endophyte. Elle Iibére sans doute des
éléments reproducteurs {spores ou brins) au moment oii L. digitata émet ses spores. Clest 4 Ja méme conclusion
qu'est parvenu Brindkhuis {1986) ; cultivant des cals de Laminaria i partir de tissus prélevés dans la zone
stipofrondale de Y'algue, 1l voit réguliérement apparaitre des filaments d'Ecrocarpus sp. dans les préparations.

Ne disposant pas de solution pour éliminer l'endophyte dans la Jame sans risquer de tuer les spores
de Laminaria, nous avons tenté de le détruire au sein méme de la suspension de gamétophytes.

b) Les essais d'élimination dans la suspension.

Nous avons recherché un produit chimique agressif qui pourrait, 4 une certaine dose et pour un
certain temps d'application, détruire Ectocarpus sp. sans modifier les capacités des gamétophytes. Ont &€ ainsi
testés le sulfate de cuivre, l'acide sulfurique, Je kathon, la hyamine, la réglone, la dimanin A, I'hypochlorite de
sodivm 4 12°ClL Dans tous les cas, Ectocarpus sp. se révéle plus résistant que Jes gamétophytes excepté avec
Thypochlorite pour lequel on observe ( tabl. 4) une certaine sélectivité puisque 4 une dose comprise entre 0,75 et
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1 i1 appliquée pendant 2 h, Ectocarpus sp. est irréversiblement détruit tandis que les gamétophytes femelles
restent colorés et survivent. Les gamétophytes males, plus sensibles sans doute en raison de a2 minceur de leur

membrane, sont décolorés bien avant (0,5 m].]_l)' Pour cette derniére raison, le procédé est inapplicable.

DOSE TEMPS A PARTIR DE UAPPLICATION DE LA DOSE
1 2 3 4

PPM M F Ec | M F Ec | M F Ec | M F Ec
0,05 + + + + + + + + + + + +
0,10 + + + + + + + + + + + +
0,20 + + + + + + + + + + + +
0,50 + + + + - + + - + + - + +
0,75 + + + + - + + - + + - + +
1 + + + - + + — - 4 - - + —
2 - + = - - + - - - + - - - + - -
3 - _ - - - - - - - _ - -
5 - - - - - - - - - - - -

Tabieau 4 : effet des dose dhypochlorite de sodium sur les gamétophytes de L. digitata et sur les filaments
d'Ectocarpus sp. - : destruction totale ; —+ : dégradation partielle ; + : pas d'effet significatif.

B) LES MOYENS PHYSIQUES

Nous avons également testé la possibilité d'éliminer le compétiteur par 2 types de procédés
physiques.

* La filtration

Dans la dizaine de jours qui sunit l'ensemencement des ballons avec ies spores, les thalles
d'Ectocarpus sp. forment rapidement des amas de 70 4 80 zm de diamétre alors que les gamétophytes sont encore

linéaires et courts (30 2 40 tm).
Nous avons opéré des filtrations sur toile & blutter 2 maille de 50 zm en espérant que Ectocarpus sp.

serait retenu sur le filtre. Beaucoup de thalles le sont effectivement ; mais, quelques fragments parviennent 2
traverser les mailles et 2 relancer la prolifération.

* [ 'éclairement sous radiations rouges

Lors des I'expériences sur I'influence de 'éclairement, nous avons constaté qu'en lumiére rouge les
filaments d’Ectocarpus sp. ne s'allongeaient pas et ne portaient pas de sporocystes. D'ou I'idée de créer des
suspensions de gamétophytes uniquement sous radialions rouges. Les essais en ballons ont confirmé ces
observations; 1a encore, le compétiteur est freiné dans son développement mais non éliminé. En effet, lorsqu'on
expose le ballon en lumiére blanche pour obtenir la gamétogénése, Ectocarpus sp. reprend sa multiplication.
Quand Ja suspension est pulvérisée sur les collecteurs et que ces derniers sont placés dans un bassin d'eau de mer
enrichie, Ectocarpus sp. envahit toute la cordelette et étouffe les bouquets de plantules naissantes.

Aucun des procédés employés n'a été réellemnent efficace. Nous devons donc consacrer nos efforts
sur ce point.

CONCLUSION

Nous avons moniré qu'il est possible de produire & volonté par multiplication en free~living de

grandes quantités de gamétophytes de L. digitata a partir de quelques spores libérées, en établissant les conditions
qui permettent 2 la fois la suspension de la gamétogénése et une forte croissance végétative : éclairement de

50 pmol m~%s71et ternpérature de 18,5°C.
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A partir du stock ainsi créé, il devient envisageable d'ensemencer des collecteurs et d'obtenir
suffisamrment de plantules pour approvisionner une culture intensive, ce qui n'était pas possible directernent &
partir des spores, vu la trop faible quantité émise par la Jaminaire,

Un obstacle reste cependant & franchir : Ja contamination par Ectocarpus sp. Une étude fine de la
biologie de cette algue livrera peut—étre le point sensible qui autorisera la destruction de I'importun sans détériorer
les gamétophytes ou les plantules de L. digitaza.

En demier recours, on pourrait certes envisager l'isclement des gamétophytes sous la loupe
binoculaire ou le microscope par micromanipulation et leur culture unialgale en boites de Pétri & 18,5°C ({pour
qu'ils ne deviennent pas fertiles) jusqu'a ce que I'on soit certain qu'ils ne sont pas contaminés par Ectocarpus sp. A
ce moment-13 seulementon les placerait ensemble en ballons pour qulils se multiplient rapidement. Cela
demanderait plus de soins et de temps par rapport au procédé utilisé pour Undaria pinnatifida ; mais, il ne semble
pas y avoir d'obstacle technique. On préférerait cependant un moyen plus rapide ¢t moins coiiteux,
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INTRODUCTION

L'objectif du présent exposé€ n'est pas de présenter la filiere industriclle des
algues en France dans son intégralité (1 et 2), mais plutdt de faire le point sur
quelques développements économiques spécifiques a notre pays.

Les problémes de R & D inhérents a ces activités innovantes seront
succinctement passés en revue.

1. PRESENTATION GENERALE

La "filiere algue” frangaise comporte deux groupes de sociétés tres différentes
(figure 1).

1.1. L'industrie des colloides

Les phycocolloides sont des polysaccharides extraits des parois cellulaires de
quelques genres d'algue brunes et d'algues rouges.

Ces polyméres ont des propriétés physicochimiques (de rétention d'eau,
épaississantes, gélifiantes, stabilisantes...) spécifiques. Ils sont utilisés dans de
nombreux secteurs industriels, en particulier dans I'Industrie Agroalimentaire
pour laquelle ils représentent les E 400 2 E 407 du code européen des additifs
alimentaires.

Ce secteur est constitué en France de 3 sociétés : Sanofi, Sobalg (Groupe
~Grinsted) et Sobigel (Groupe Hispanagar). De par leur taille, ces sociétés ont
toutes un fort potentiel de R & D. Bien que brievement abordée dans cet
exposé, l'industrie des phycocolloides est trés active: la France occupe Ie
second rang mondial pour la production de carraghénanes et le cinquiéme pour
les alginates . De nombreux travaux sont menés pour le développement de
nouvelles applications ainsi que pour la valorisation des coproduits, liquides et
solides.

Le chiffre d'affaire de I'industrie des colloides représente prés de la moitié du

chiffre d'affaire total de la "filiere algue” évalué en 1989 a 1 milliard de
francs (figure 2).
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1.2. Les autres secteurs

Les autres sociétés de la "filiere algue” sont des P.M.E. présentes sur des
marchés tres variés (figure 1).

Le secteur de la cosmétique représente une part importante du chiffre
d'affaire: environ 11 %. Bien qu'utilisant peu de matiere premiére, ces sociétés
appuient leur politique de communication sur l'algue et réalisent, pour la
plupart, la premiére transformation (fabrication de "bases” telles que farines
pour la thalassothérapie, gel€es, crémes, extraits liquides d'algues etc) et la
deuxiéme transformation (formulation du produit cosmétique). La majorité des
"bases algue”sont utilisées pour leurs propriétés mécaniques, €paississantes ou
pour leur richesse en minéraux et oligo-éléments. Depuis peu, une molécule
algale originale & propriétés antiradicalaires, la "Superphycodismutase” (société
SECMA) est proposée aux fabricants de produits cosmétiques .

Le potentiel agricole des algues est principalement représenté par :

- le maérl (Lithothamnium sp., algue calcaire). Les 500 000 tonnes extraites
chaque année sont valorisées comme amendement calco-magnésien,

correcteur d'acidité en alimentation animale...,

- I'utilisation d'algues peu transformées qui sont incorporées dans les prémix
pour l'alimentation animale,

- la fabrication d'extraits liquides utilisés comme stimulateurs de croissance
pour les productions végétales.

L'exploitation du maérl et des fertilisants liquides représentent l'essentiel du
chiffre d'affaire du secteur agriculture (qui représente lui-méme environ 40 %
de celui de la filiére ).

"L'algue légume" ou "l'algue produit alimentaire intermédiaire"” fait
son apparition dans notre alimentation quotidienne. Les tonnages exploités sont
trés inférieurs a ceux utilisés indirectement dans 1'alimentation par le biais des
colloides, mais connaissent une progression intéressante.

Enfin, les macroalgues sont une source potentielle de molécules dites "a
haute valeur ajoutée" pour les secteurs de l'industrie pharmaceutique, de
l'agriculture (phytosanitaires) de l'agroalimentaire (colorants) etc...
Aujourd'hui, seules quelques molécules, telles que ['acide kainique, acide aminé
neuroactif ou certaines lectines, utilisées dans 1'étude des spécificités
membranaires des erythrocytes humains, font 1'objet d'une exploitation. Les
quantités d'algues utilisées sont faibles.
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2. DES APPLICATIONS ORIGINALES, UNE R & D SPECIFIQUE

Des ressources importantes, jointes & un fort potentiel de R & D, tant public
que privé, ont engendré en France une physionomie originale de l'exploitation
des algues, sans équivalent dans la majorité des autres pays occidentaux.

En effet, on assiste a 1' émergence de nouveaux produits de valeur ajoutée
croissante pour lesquels la priorité est donnée a la maitrise et 3 la
standardisation de la qualité. Le "concept algue” (image), a l'origine du
développement commercial de nombreux produits, est progressivement eclipsé.

Les stimulateurs de croissance pour l'agriculture constituent l'un des
secteurs les plus dynamiques de notre filiere. L'essentiel du marché est
aujourd'’hui détenu par Go€mar, société malouine fondée dans les années 1970.
Aujourd'hui, le chiffre d'affaire de cette activité continue de progresser et a
provoqué de nombreuses émules dans le monde industriel.

D'apres les revendications, l'utilisation de ces produits permettrait d'augmenter
le rendement des cultures et d'accroitre la résistance des productions végétales
aux stress climatiques ou aux microorganismes pathogenes.

De plus, les fertilisants liquides a base d'algue amélioreraient 1'absorption des
nutriments et permettraient de réduire les besoins des cultures en engrais
inorganiques.

Leur développement, ainsi que celui d'autres produits agricoles tels que les
prémix pour la fabrication d'aliments complets destinés aux productions
animales classiques ou a celles d' animaux a fourrures, est a l'origine de la
reprise de l'exploitation des fucales (Ascophyllum sp. et Fucus sp.) qui était en
constante diminution jusqu'au début des années 1980 (figure 3).

L'activité de ces produits est encore mal expliquée et sa compréhension
nécessite des travaux de recherche. Les extraits étant utilisés a de trés faibles
doses, les recherches se sont tournées vers des molécules de type régulateurs de
croissance. La standardisation des produits et leur implantation sur de
nouveaux marchés entraine de multiples problémes de R & D :

- Identification des molécules responsables des effets observés. Les
régulateurs de croissance algaux, par exemple, présentent des particularités
biochimiques qui ne permettent pas leur dosage par les méthodes
actuellement développées chez les végétaux supérieurs (test Elisa en
particulier). Leur analyse nécessite notamment de disposer de tests
biologiques rapides, sensibles et reproductibles. Cependant, seule une
activité hormonale est mesurée. L'identification et la quantification précise
des principes actifs nécessitent une purification préalable réalisée par
exemple par chromatographie liquide de haute performance (HPLC).
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- Etude des variations saisonniéres des molécules actives. Les régulateurs de
croissance algaux, en particulier cytokinines et gibberellines, présentent des
variations saisonniéres trés importantes qu'il est fondamental de connaitre
pour standardiser les produits commerciaux.

- Optimisation des procédés d'extraction respectant 'activité biologique des
principes actifs. Connaissant les propriétés biochimiques des molécules que
I'on veut extraire, il est possible d'améliorer sensiblement la qualité du
produit développé. Ainsi, les gibberellines sont par exemple trés instables
en cours de conservation. Les cytokinines, au sein de la cellule algale, se
lient 4 des macromolécules. Leurs sites actifs sont masqués. Des traitements
physicochimiques appropriés permettent de libérer et donc d' "activer” les
cytokinines.

- Mise au point de modeles biologiques pour I'étude des différentes propriétés
des produits : propriétés antifongiques , activation de l'absorption racinaire,
stimulation du développement racinaire...

- Evaluation agronomique sous serre et au champ de l'efficacité des
produits.

"L'algue Iégume de la mer" constitue également 1'une des spécificités de la
filiere francaise par rapport a celle des autres pays occidentaux.

Cette activité a démarré au début des années 1970 par 1'importation de produits
japonais. Des PME bretonnes ont pris le relais ,il y a environ 10 ans,
produisant des algues déshydratées en sachets vendues quasi-exclusivement dans
les magasins de produits diététiques. Ce secteur, méme s'il connait une
progression de 'ordre de 10 % chaque année, ne permet pas d'envisager une
augmentation décisive du marché francais de l'algue alimentaire (3).

Par ailleurs, depuis peu, des sociétés de I'agroalimentaire s'intéressent a l'algue
en tant que nouvel ingrédient ou Produit Alimentaire Intermédiaire. En effet,
méme si les algues fournissent une matiére premiére agroindustrielle utilisée de
longue date pour ses propriétés technologiques (E 400 a E 407), les autres
propriétés alimentaires des algues, en particulier nutritionnelles et
organoleptiques, n'étaient jusque la pas mises en valeur.

Aprés une premiére transformation, l'algue "P.A.L" en poudre, paillettes ou
entiere, déshydratée, congelée, lactofermentée, salée (...) est incorporée dans
des recettes aussi variées que boissons, salades traiteurs, fromages, plats
cuisinés appertisés ou surgelés etc.
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L' utilisation des algues par les sociétés agroalimentaires entraine une
progression significative des récoltes (voir figure 4, évolution récente des
récoltes de 3 algues utilisées exclusivement en alimentation humaine). La taille
des marchés concemés, ainsi que la crédibilité des partenaires industriels
impliqués laissent envisager pour l'algue aliment un avenir prometteur.

A linverse du Japon, ou l'algue est consommée depuis des sitcles, le
développement en France dun produit alimentaire contenant des algues
suppose la maitrise d'un grand nombre de parametres dont certains sont li€s en
eux (figure 5).

Législation

Jusque récemment, l'utilisation des algues en alimentation humaine était
interdite en France. Au terme d'une démarche menée par le CEVA aupres de
I'Administration, I'habilitation des algues en alimentation humaine a été publiée
au Bulletin du Ministére des Affaires Sociales, le 28 novembre 1990 (4).

Onze espéces d'algues sont autorisées comme légumes occasionnels ou
condiments.

Il s'agit :

d'Ascophyllum nodosum, de Fucus vesiculosus, d'Himanthalia elongata
(Spaghetti de mer, haricot de mer), d'Undaria pinnatifida (Wakame), de
Palmaria palmata (Dulse), de Porphyra umbilicalis (Nori), de Chondrus
crispus (pioca, lichen), de Gracilaria verrucosa (Ogonori),d'Ulva sp. (Laitue
de mer), d'Enteromorpha sp. (Aonori) et de Spirulina sp..

Les criteres toxicologiques applicables a ces algues concernent les minéraux
toxiques et les teneurs (exprimées par rapport a la matiére seche) suivantes :

- Arsenic minéral <3 mg/Kg

- Cadmium < 0,5 mg/Kg

- Etain < 5 mg/Kg

- Tode <5000 mg/Kg
- Mercure < 0,1 mg/Kg

- Plomb < 5 mg/Kg

A ces derniers sont ajoutés, pour les algues séches, des critéres
microbiologiques :

- Germes aérobies mésophiles < 100 000 / gramme
- Coliformes fécaux < 10 / gramme
- Clostridium perfringens < 1/ gramme
- Anaérobies sulfitoréducteurs < 100 / gramme
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Outre ces critéres normatifs, le texte réglementaire précise qu'aucun effet
bénéfique pour la santé ne peut étre revendiqué pour la promotion des algues
en alimentation humaine.

Une réflexion est actuellement menée par le CEVA et le CNERNA pour
établir des recommandations et/ou normes microbiologiques pour les produits
non déshydratés.

Science de la consommation

De nombreux produits alimentaires aux algues ont appuyé leur développement
sur le "concept algue marine” produit marin, original, "produit santé/bien
gtre". Toutefols, a notre comnnaissance, l'i'mage de l'algue auprés du
consommateur est trés variable d'une région a l'autre et ne semble pas
constituer un paramétre stable. _

Par ailleurs, plusieurs sociétés ont échoué dans le lancement de produits
affichant résolument la présence d'algue dans leur formulation.

Aujourd'hui, la transformation et la formulation industrielle visent a
"banaliser" cette nouvelle denrée alimentaire et & neutraliser les a-prioris
négatifs.

Enfin, en raison des modifications des habitudes alimentaires, il est probable
que les algues trouveront une place croissante dans des préparations
alimentaires exotiques et/ou "prétes a consommer' .

Caractérisation

La caractérisation approfondie des produits intermédiaires a base d'algue
est indispensable lors de la mise au point de nouveaux produits alimentaires.
Parmi les parameétres concernés, certains tels que la composition chimique ou
les propriétés technologiques sont classiquement étudiés (phycocolloides); pour
d'autres, tels que propriétés organoleptiques ou nutritionnelles, d'importants
travaux de recherche doivent étre entrepris.

La garantie de la santé du consommateur suppose une connaissance
précise de la composition chimique des algues et donc la maitrise des
techniques d'analyse, adaptées au nouveau substrat que constitue l'algue. De
gros efforts sont consentis par les industriels pour la surveillance des teneurs
en métaux lourds. En outre, le développement de l'algue Iégume suppose
également une approche alimentaire de 1'écologie microbienne: études des
microflores d'altération et pathogenes.
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Les propriétés nutritionnelles des algues sont mal connues : de

nombreuses lacunes subsistent quant a la biodisponibilité des minéraux et

oligo-éléments, la digestibilité des protéines, la valeur nutritionnelle de
l'abondante fraction glucidique...

En collaboration avec I'INRA (LBTG et LTAN , Nantes), notre laboratoire a

mis en place un programme de recherche portant sur 1'évaluation des

propriétés nutritionnelles des polysaccharides algaux (5, 6) :

- fractionnement des polysaccharides, notamment dans des conditions
physicochimiques simulant la digestion;

- analyse de la composition chimique et de la structure des principales
fractions;

- évaluation des teneurs et des propriétés physicochimiques des fibres
alimentaires algales;

- évaluation physiologique, chez I'homme, des fibres algales. Notre attention
s'est focalisée sur le comportement fermentaire de différentes fibres algales
au contact de la microflore du colon humain. En effet Ia majorité des
polysaccharides algaux se comportent comme des fibres alimentaires: ils
résistent aux enzymes endogénes humaines. Par conséquent, la valeur
énergétique de la fraction glucidique des macroalgues marines est donc
principalement fonction du devenir fermentaire des fibres algales au cours
du transit colique.

Les premiers résultats indiquent une composition en fibres originale : par
rapport aux autres végétaux consommés par I'homme, les algues présentent un
ratio fibres solubles sur fibres insolubles trés élevé. Par ailleurs, a l'inverse de
la majorité des fibres solubles végétales, les fibres solubles algales seraient tres
peu fermentescibles par les bactéries coliques. Ces premieres observations, a
confirmer, permettent d'envisager des propriétés physiologiques (influence sur
le transit intestinal, prévention des maladies métaboliques ...) intéressantes.

L'incorporation d'algue comme produit intermédiaire dans la formulation
d'un produit alimentaire nécessite d'approcher son profil organololeptique
: caractéristiques analytiques et hédoniques, capacité a renforcer 1'ardme des
autres constituants. Or le potentiel aromatique d'un produit intermédiaire est
étroitement li€ au produit fini dans lequel il est incorporé. Les travaux
actuellement entrepris dans notre laboratoire, en collaboration avec des
sociétés de l'agroalimentaire, portent sur des aspects méthodologiques -
définition d'un lexique de termes aromatiques et mise en place de témoins
aromatiques etc... et sur la recherche de "produits cibles” valorisant au mieux
la palette aromatique.
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Transformation

L'algue, nouvelle matiére premiére pour les IAA, requiert de nouvelles
techniques de transformation ; en particulier, la maitrise de lhygiéne et la
qualité microbiologique deviennent des priorités.

Les traitements unitaires utilisés sont pour la plupart issus de l'industrie
agroalimentaire : séchage, réduction, lactofermentation, blanchiment,
congélation... Il doivent toutefois tenir compte des spécificités de la matiere
premiére : propriétés mécaniques et rhéologiques, spécificité de la microflore,
inaptitude a la conservation "en frais”. Les techniques utilis€es pour la
conservation et la transformation influencent considérablement I'ensemble des
caractéristiques de l'algue. Notre laboratoire, en collaboration avec trois
sociétés de l'agroalimentaire (FROMARSAC, SAUPIQUET, STALAVEN)
met au point, dans le cadre du programme Aliment 2002, de nouvelles
techniques de fabrication de "produit alimentaires intermédiaires algue”
permettant de répondre aux cahiers de charges produits et procédés fixés par
les LA.A.

CONCLUSION

La filiere francaise des algues présente un fort potentiel d'innovation par
rapport a celle de la majorité des autres pays occidentaux. Si de nombreux
programmes de recherche portent sur le long terme (mise au point de
molécules a activité pharmacologique par exemple) , d'autres programmes se
sont d'ores et déja traduits par la mise sur le marché de produits originaux:
biostimulants 4 base d'algues pour l'agriculture, produits alimentaires de
grande consommation mettant en valeur propriétés organoleptiques et
nutritionnelles de 1' "algue 1égume”...

Ces nouveaux développements impliquent une multitude de travaux, tant dans
le domaine du marketing et de la législation que du point de vue scientifique et
technique.

La maitrise de la matiére premiére algue - nouvelles techmiques de
conservation, de transformation et de caractérisation - , acquise lors de la mise
au point d'un produit alimentaire ou agricole, constitue une base précieuse a
tout autre projet de développement.
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REPARTITION DES CHIFFRES D'AFFAIRE, 1989
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Figure 3 : Evolution des récoltes de Fucus et Ascophyllum
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Figure 4 : Evolution récente de la production d'Ulva, Undaria et
Himanthalia
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Figure 5
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THEME III

BACTERIES HYDROTHERMALES




Les micro-organismes des écosystémes hydrothermaux sous-marins
profonds

{intervention de G. BARBIER, Laboratoire de Biotechnologie,
DRC/EP, IFREMER Centre de Brest)

L'objet de ce texte guli reprend les grandes lignes de
l’exposé effectué lors du second collogue de biotechnologie
marine de La Tremblade est de rappeler des données
scientifiques générales et de présenter a grands traits le
programme d’étude des micro-organismes marins d’origine
hydrothermale que 1'IFREMER développe dans le cadre d’un
réseau de collaborations scientifiques au niveau national.

1) Les spécificités des écosystémes hydrothermaux sous-
marins

les écosvstémes hydrothermaux sous-marins se développent
au voisinage de sources chaudes localisées principalement au
niveau des dorsales médio-océaniques et des dorsales des
bassing arriére-arc. Ils se caractérisent au plan bioclogique
par de trés fortes biomasses animales tout a fait
inhabituelles & grande profondeur. Leur premiere observation
remonte & la fin des années 70 et depuis lors, les efforts
conjugués de géologues et de biologistes, majoritairement
nord-américains et frangais, ont permis une amélicration
crolissante de la connaissance de tels milieux.

Ces biotopes sont caractérisés par des conditions physico-
chimigues considérées comme extrémes:

- fortes pressions: les sites étudiés jusqu’a présent se
situent a des profondeurs généralement comprises entre - 2000
m et - 1000 m, ce gui a raison d'un bar pour 10 m d’eau,
correspond & des pressions de 200 a 400 bars

- absence de lumiére, compte tenu de la profondeur

-~ importants gradients physico—thimiques du fait de la
dilution des fluides hydrothermaux dans l'eau de mer ambiante
{voir le tableau joint).

Les fluides hydrothermaux qui déterminent ces gradients
physico~-chimiques apportent les sources d’énergie et de
carbone nécessaires a la producticon primaire bactérienne qui
centitue la base ftrophigue de ces écosystémes [(en effet, la
chimiosynthése se substitue a4 la photosynthése dans de telles
conditions .

L’examen des .publiications effectuées au cours de la
décennie 80 montre gque les microbiolegistes américains ont
produit la majeure partie des résultats pendant cette période.
Divers types bactériens (morphologiques, métaboliques,...) ont
été mis en évidence dans de tels milieux (JANNASH, 1985;
PRIEUR et al., 1987). Aprés une période de forte polémique

quant a4 1’hypothétique existence de souches susceptibles de
croltre a4 des températures d'au moins 250°C (BAROSS et DEMING,
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1983), des souches ultra-thermophiles dont l’existence n’'est
pas contestée ont pu étre isolées et décrites (JONES et al.,
1983; FIALA et al., 1986; JANNASH et al., 1988; ZHAO et al.,
1988; HUBER et al., 1989; PLEDGER et BAROSS, 198¢; BURGGRAF =t

al., 1890: PLEDGER et PRAROSS, 1991). Des svmbioses +trés
sriginales entre des animaux de ces milieux et des bactéries
ont aussi €té mises en évidence et étudiées {(FELBECK et

DISTEL, &a paraitre).

Compte tenu des conditions de vie extrémes supportées par
certains des micro-organismes ©présents dans ces milieux,
1'idée de les étudier pour tenter d'’en exploiter les
specificités a été avancée, plus particuliérement pour les
thermophiles {(BERGQUIST et al., 1987; KELLY et DEMING, 1988).

2) Le programme de recherche de 1’IFREMER et le réseau de
laboratoires associés

Considérant ces informations, 1'IFREMER a décidé en 1988
la création d'un Laboratoire de Biotechnologle au sein du
Département "Environnement Profond” du Centre de Brest. Son
Dprogramme porte sur 17 étude des micro-organismes des
écosystémes hydrothermaux sous-marins »rofonds, de leurs
constituants et de leurs produits pour ila recherche
d’applications d’intérét technologique, industriel et
commercial.

cision était motivée par diverses raisons:

[28

Cette d

- Les missions de recherche pour l’exploitation de la mer
I’IFREMER

- La situaticen du sujet; en effet, 1’étude des micro-
organismes d’origine hydrothermale pour la recherche
d’applications reste un sujet ouvert actuellement parce gque
l’accés a4 la ressource constitue un facteur trés limitant

- L'existence de sous-marins grande profondeur {(Cyana et
Nautile) et d’une instrumentation scientifigque associée gui
permettent d’accéder aux sources hydrothermales profondes et
d’effectuer des prélévements avec une relative aisance; ainsi
gue la capacité d’innovation technologique de 1’IFREMER

- Une expérience antérieure d’une dizaine d’années en

géolozic et en biclozie, dans le cadre de programmes
internationaux d'étude des manifestations hvdrothermales
ucéaniques  {ccopération avec les Etats-Unis et le Japon

principalement)
- Des avis d’experts favorables ainsi que des possibilités

de partenariat pour le financement d’un tel programme

a décision de 1'IFREMER a débouché sur la constituticn
d'iine dquipe de recherche d’une dizaine de persconnes basée au
Centre de Brest gui <onduit ses propres travaux tout en
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développant un réseau de collaborations scientifiques que nous
présentons ci-dessous:

a) Microbiologie:

I1 convenait tout d’aberd de disposer de micro-organismes
et donc de collecter des échantillons 1lors de campagnes
océanographiques afin d’isoler des souches pour constituer une
collection qui ensuite est étudiée.

Ces travaux de base associent deux laboratoires:

- Le Laboratcire de Biotechneclogie du Département
"Environnement Profond"”, Centre de Brest de 1’'IFREMER

- Le Laboratoire de Bactériclogie Marine {Dr D. PRIEUR) de
la Station Biologigue de Roscoff, CNRS

Suite aux campagnes océanographiques de 1887 {HYDRONAUT)
et 1989 (BIOLAU et STARMER), des collecticns de +travail ont
été constituées et sont en cours d'étude. Divers types
métaboligues sont étudiés:

- IFREMER-Brest: souches hétérotrophes aérobies ou
anaérobies {700 isclats), nésophiles {(2/3}) ou sulfo-
thermophiles’ {1/3, dont plus d’une centaine d’ultra-
thermophiles), souches méthanogénes.

- CNRS-Rescoff: scouches thermophiles, souches sulfato-
réductrices mésophiles, souches mésophiles sulfo-oxyvdantes,

souches hétérotrophes aércbies mésophiles productrices de
polysaccharides, résistantes aux métaux lourds, bactéries du
cycle de l’azote.

Les souches thermophiles =ont pour la plupart des
archaebactéries ainsi gque 1l’analvse des lipides membranaires
et 1’étude de la résistance aux antibiotiques a pu le montrer.
Compte tenu de la relative méconnaissance des archaebactéries
dont 1’existence a été reconnue voici une dizaine d’années
(WOESE et FOX, 1977}, ces souches présentent un grand intérét
pour le développement de travaux sur la bioclogie moléculaire
des archaebactéries. Des collaborations ont été engagées dans
ce sens avec les deux laboratoires suivants:

- 1’Unité des Entérobactéries de 1’Institut Pasteur de
Paris {Dr P. GRIMONT }: taxoncmie moléculaire et étude
phyleogénétique des souches thermophiles

-~ Le Groupe de Recherche sur les Archaebactéries de
b

I'Université de Paris Sud / Qrsay (Pr P. FORTERRE}: génétique
et topologie de 1’ADN des archaebactéries {(voir & ce sujet
l’article du Pr P. FORTERRE dans ce document)
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b} Chimie / Biochimie:
* Polysaccharides:

L’étude physico~chimique des polysaccharides produits par
des souches d’origine hvdrothermales regroupe les laboratoires
suivants:

- Le Laboratoire de Biotechnologie du Département
"Environnement Profond", Centre de Brest de 1’ IFREMER: analyse
élémentaire des polysaccharides

- Le Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales
{CERMAV) de Grencble (Pr M. RINAUDO), CNRS: étude rhéologique
(voir & ce sujet l’article du Pr M. MILAS dans c¢e document)

- Le Laboratoire de Chimie Biclogique de 1’Université de
Lille Flandres Artois (Pr B. FOURNET!: analyse structurale

Des polysaccharides nouveaux tant du point de vue de leurs
caractéristiques chimiques qu’an ce qui concerne leurs
propriétés rhéclogiques ont été mis en évidence et sont en
cours d’étude.

* Fnzymes thermostables:

La recherche et 1’étude d’'enzymes produites par les
souches thermophiles est engagée dans le cadre d’un contrat du
Ministére de la Recherche et de la Technologie au titre du
Programme National des Biotechnologies par association des
laboratoires suivants:

- Le Laboratoire de Biotechnologie du Département
"Environnement Profond”, Centre de Brest de 1’ IFREMER:
recherche, étude et mise en seuvre d’enzymes thermostables (f3-
galactosidase/RB-glucosidase, Alcool déshydrogénase, lipase)

- Le Laboratoire de Technologie Enzymatigue de
1'Université de Technologie de Compiégne (Pr D. THOMAS): étude
et mise en oceuvre de ces mémes enzymes thermostables {voir a
ce sujet l’article du Pr M. D. LEGOY dans ce document)

- Le Groupe de Recherche sur les Archaebactéries de
1’Université de Paris Sud / Orsay (Pr P. FORTERRE): Biologie
moléculaire des archaebactéries, ADN polymérase

NDiverses activités enzymatiques ont été mises en évidence
pour les souches thermophiles 2tudiées au Centre de Brest de
1'TFREMER, =lles sont actuellement en cours d’étude (les
travaux les plus avancés portent sur la B-glucosidase), 1
mise en oeuvre en technologie enzymatique {(en réacteur solide-

gaz, en particulier) suivra.

L’IFREMER 2z donc mis en place un réseau de collaboraticns
zcientifiques n2u niveau national pour 1’étude des micro-
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organismes des écosystémes hydrothermaux dans la perspective
d’applications biotechnologiques. Ce réseau devrait étre
étendu prochainement &4 la recherche de molécules & activités
biclogiques {activités virucides, antibiotiques, antifongiques
et cytotoxiques).

Ce programme hénéficie du soutien financier de la Région
Bretagne au titre du contrat de plan Etat-Région 1989-1993
ainsi que par le ©programme BRITTA de développement des
biotechnologies.
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Caractéristiques
hydrothermaux de

physico-chimiques

comparées
la ride Est Pacifique (13°N) et

de

fluides

de I'eau de

mer:
Caractéristiques des fluides de 1’eau
physico~chimiques hydrothermaux® de mer*®
température {(°C) 273/350%%** 2/3
pH 3,1/3,8 7,8
Oz (uM) 0 2110
HzS {mM) 2,8/8,2 0
S042- (mM) 9 28
Fe (uM) 1050/10170 0,001
Mn (uM) 800/2932 9,001
Zn (pM) 2/102 «(,01
Al (uM) 13,3/20 0,00
Cd (nM) 35/70 1
Pb {nM) 11/135 0,01
NB: %, données publidfes concernant la Ride st Pacifiqgue
(13- ot al.,, 1884; TDMOND 2t al., 1984)

M) O {MICHARD
** ., gau de mer
, valeurs maximales mesurces

* oK ¥

standard
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BIOLOGIE MOLECULAIRE DU GENE CHEZ LES ARCHAEBACTERIES
EXTREMOPHILES.

Patrick FORTERRE

INSTITUT DE GENETIQUE ET MICROBIOLOGIE

Les microorganismes thermophiles extrémes et hyperthermophiles isolés a partir des
sources chaudes hydrothermales sous-marines profondes sont tous des procaryotes appartenant
au domaine des archaebactéries. Leur métabolisme est basé soit sur la méthanogénese soit sur la
réduction du soufre ou de ses dérivés (sulfothermophiles). Ces microorganismes présentent un
potentiel biotechnologique qui ne demande qu'a €tre exploité; en particulier de nombreux auteurs
ont souligné l'intérét des enzymes thermostables dans différents procédés industriels (1,2).
Encore faudrait-il pouvoir appliquer aux archaebactéries extrémophiles les techniques de
manipulation génétique qui se sont révélées si extraordinairement efficaces dans 1'étude et
l'exploitation des eubactéries. Il est donc indispensable de mettre au point des outils génétiques
chez les archaebactéries, ce qui implique au préalable une connaissance approfondie de leur
biologie moléculaire.

Le concept d'archaebactérie a €t€ proposé a la fin des années 70 par Woese et ses
collaborateurs ; récemment ces auteurs ont proposé de rebaptiser ces procaryotes "archaeotes” afin
de bien insister sur ce qui les différencie des bactéries classiques (eubactéries), c'est & dire une
distance évolutive considérable (3). Toutefois, le caractére "archaique” des archaebactéries est
encore largement hypothétique, d'autre part, elles ressemblent beaucoup plus aux bactéries
"classiques" (eubactéries) qu'aux eucaryotes, aussi bien du point de vue morphologique que du
point de vue de leur biologie moléculaire (4) (Tableau 1). Le génome des archaebactéries est
constitué d'un seul chromosome circulaire, comme celui de la plupart des eubactéries, et sa petite
taille (de 1 a 3 Mb) est du méme ordre de grandeur que celle du génome eubactérien. Une carte

physique des génomes de Thermococcus celer et de Methanococcus voltae a récemment €té
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publiée (5,6). Les genes codant pour les protéines chez les archaebactéries ne contiennent pas
d'intron et sont souvent regroupés en opérons, dont certains sont strictement homologues a des
opérons eubactériens (Figure 1). En amont de chaque géne, on peut identifier une séquence de
type Shine-Dalgarno qui pourrait servir, comme chez les eubactéries, a la reconnaissance par les
ribosomes des sites d'initiation de la synthése protéique. Une carte génétique a pu étre établie chez
Mec. voltae en localisant par hybridation sur la carte physique la position de nombreux geénes déja
clonés (6) (pour des revues exhaustives sur l'organisation des génes chez les archaebactéries voir
références 4, 7, 8 et 9).

La mise au point récente de systémes de transcription in vitro chez Sulfolobus shibatei et
Methanococcus vanielii a permis de définir les signaux de transcription (promoteurs et
terminateurs) chez les archaebactéries (10, 11). Les promoteurs se caractérisent par une boite riche
en AT qui ressemble a la TATA box des eucaryotes et des eubactéries. Un méme type de
promoteur a €té mis en évidence pour les geénes codant pour les ARN ribosomaux et pour ceux
codant pour des protéines, ce qui est en accord avec l'existence d'un seul type d'ARN polymérase
chez les archaebactéries.

De nombreux auteurs ont mis en avant la présence de caractéres moléculaires "eucaryotes”
chez les archaebactéries ; par exemple leurs promoteurs ressemblent plus a ceux utilisés par les
ARN polymérases II eucaryotes qu'aux promoteurs classiques de E. coli ; d'autre part, des
introns ont €t€ découverts dans certains génes codant pour des ARN stables (ARN de transfert et
ARN ribosomaux) (12) et une "DNA binding protéin" mise en évidence chez Merhanothermus
fervidus présente de grandes similarités de séquences avec les histones eucaryotes (13).
Toutefois, il faut noter que certains caractéres "eucaryotes" des archaebactéries ont ét€ récemment
retrouvés chez les eubactéries ; par exemple des introns dans certains génes codant pour des ARN
de transfert chez les cyanobactéries (14, 15).

Les ressemblances entre les archaebactéries et les eubactéries au niveau moléculaire sont
encourageantes dans la perspective du développement de la génétique chez les archaebactéries.
Des genes d'archaebactéries thermophiles extrémes et hyperthermophiles ont déja été clonés ei
exprimés avec succes chez E. coli. Les protéines produites sont fonctionnelles et ont conserve

leurs propriétés de thermophilie et de thermostabilité (16).
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L'étude génétique des archaebactéries a commencé & prendre son essor ; plusieurs
plasmides, bactériophages et particules de type viral ont ét€ découverts et analysés en détail chez
les méthanogenes (8) et les halophiles (9) (Tableau II). Des systémes de transfert de génes par
transformation et transduction ainsi que des vecteurs navettes ont été mis au point chez ces deux
types d'archaebactéries (Tableau III). Un géne eubactérien codant pour une résistance a un
antibiotique (puromycine) a méme pu €tre exprimé chez Methanococcus voltae grice a un vecteur
d'intégration (17). Les €tudes génétiques sont beaucoup moins avancées pour les bactéries
thermophiles extrémes et hyperthermophiles. Il n'existe, a I'heure actuelle, aucun systéme de
transfert de génes et aucun marqueur génétique n'a encore €té identifié. Les sulfothermophiles
sont en particulier résistants a de trés nombreux antibiotiques utilis€s pour la mise au point de
marqueurs de résistance chez les eubactéries et les eucaryotes (4). La découverte récente d'un
plasmide chez une nouvelle archaebactérie thermophile marine (D. Prieur, communication
personnelle) pourrait toutefois ouvrir la voie a la mise au point d'outils génétiques chez ces
microorganismes.

L'étude des archaebactéries thermophiles extrémes et hyperthermophiles apporte également
des informations décisives sur les mécanismes d'adaptation des €tres vivant a trés haute
température. Un nouveau type d'ADN topoisomérase, la gyrase reverse , qui introduit des
supertours positifs dans ' ADN, a €té découvert chez les archaebactéries thermophiles extrémes et
hyperthermophiles (18, 19). L'action de cette enzyme pourrait stabiliser 'ADN a haute
température. Récemment la reverse gyrase a été également mise en évidence chez les eubactéries
du genre Thermotoga (20), en accord avec I'hypothese selon laquelle tous les procaryotes
descendent d'un ancétre commun thermophile. Enfin, il faut signaler que les archaebactéries
thermophiles possédent une ADN polymérase qui peut étre utilisée pour l'amplification de génes
par la méthode PCR (21, 22). Nous avons montré que contrairement a la taq polymeérase, les
ADN polymeérases des archaebactéries thermophiles extrémes possedent une activité exonucléase
associée 3'-5' de correction d'erreur, ce qui devrait permettre d'améliorer la fidélité de
I'amplification (23).

Tous les résultats accumulés ces derniéres années sur la biologie moléculaire des

archaebactéries thermophiles confirment donc l'intérét d'étudier ces microorganismes dont
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l'origine est encore incertaine mais qui semblent avoir sur la scéne scientifique un avenir trés

prometteur.
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Tableau II: Outils génétiques actuellement disponibles chez les
archaebactéries.

HALOPHILES

Vecteurs navettes basés sur les plasmides
- pHV2 (Haloferax volcani, résistance a la Mévinoline),
- pHK (Haloferax, phenon K, résistance 3 la Novobiocine)

- pGRB (Halobacterium, GRB).
METHANQOGENES

- 'Bactériophage transducteur ¥ml (Methanobacterium
thermoautotrophicum)

- Particule de type viral VLP-3 transductrice (Methanococcus voltae)

- Plasmide PME2001 et résistance a l'acide pseudomonique
(Methanobacterium thermoautotrophicum)

- Vecteur d'intégration basé sur la résistance a la puromycine
(Methanococcus voltae).
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Tableau I : Caractéres communs aux archaebactéries et aux
eubactéries

Un seul chromosome circulaire (0,8 -5 Mb)

Absence d'introns dans les génes codant pour des protéines
Opérons et ARN messagers polycistroniques

ARN messagers non cappés €t sans polyA

Des séquences Shine-Dalgarno

Une seule ARN polymérase

Des enzymes de restriction

Des bactériophages avec une structure "téte-queue”
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UTILISATION ET POTENTIALITES DES ENZYMES THERMOSTABLES
M.D. LEGOY

Laboratoire de Technologie Enzymatique
Université de Technologie de Compiégne,
60206 Compiegne

Un des problemes majeurs que pose l'introduction de procédés de biocatalyse en industrie est le
manque de stabilité op€rationnelle des blocatalyseurs couramment utilisés.

Avec le développement des organismes thermophiles et extrémophiles, une nouvelle classe de
catalyseurs va €wre disponible pour les applications industrielles. Il ne fait aucun doute que
l'utilisation de biocatalyseurs possédant une bonne stabilité dans des conditions d'utilisation
drastques telles que des températures ou des concentrations en sels €levées, des pH extrémes ou la
présence de solvants organiques par exemple permetua le développement de nouveaux procédés oi
ces propriétés exceptionnelles seront exploitées.

De nombreux organismes thermophiles sont actuellement criblés et des activités enzymatiques
thermostables du type amylase, protéase, hemicellulase (xylanase), cellulase, pectinase et lipase ont
déja été rouvées. Il y a donc maintenant une diversité d'enzymes thermostables disponibles et de
nouvelles applications utilisant les potentialités de ces enzymes peuvent &tre envisagées.

Jusqgu'a présent la presque totalité des études d'enzymes ont ét€ réalisées en phase liquide et
celd bien que de nombreux composés intéressants pour l'industrie soient en phase gazeuse.

La faisabilité de l'utilisation d'enzymes en milieux peu hydrat€s avec des substrats en phase
gazeuse a déja été démontrée.

Nos travaux ont porté sur l'utilisation de trois enzymes thermostables :

- deux enzymes thermostables isolées, purifiées et caractérisées A partir de Sulfolobus
solfararicus (une archaebaciérie) : une B-galactosidase présentant une activité 3-glucosidase et une
alcool déshydrogénase (SSADH)

- une cutinase thermostable extraite de Fusarium solani présentant une activité lipasique.

Dans tous les cas les résultats obtenus avec les enzyvmes thermostables ont €té compar€s a ceux
que l'on obtient lorsqu'une enzyme classique est utilisée.

Pour tester les activités des ADH et des lipases nous avons mis au point un nouveau type de

bioréacteur solide-gaz.
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MG/UI

B-GLUCOSIDASE

La B-galactosidase thermostable & activité B-glucosidase que nous avons étudi€e a un temps de
demi-vie de 50 heures & 85°C et de 500 heures & 70°C. Cette enzyme a €1€ utilisée pour faire de la
synthése d'oligomeres de glucose en mileu concenté en substrat et & tempérarture €levée.

La synthése d'oligosaccharides a ét€ réalisée en réacteurs fermés en présence de B-glucosidase
d'amandes (49 IU/ml de milieu réactionnel) et en présence d'enzyme thermostable (7 IU/ml de
milieu réactionnel) en présence de glucose 5 M et de sorbitol 4,4 M 4 65°C. L'addition de sorbitol
est faite de fagon a diminuer ['activité de l'eau du systéme, c'est-a-dire 1'eau disponible dans le
systéme. Celd permer de déplacer 1'équilibre thermodynamique de la réaction dans le sens de [z
synthése. La figure 1 présente la production de disaccharides obtenues avec les deux enzymes.
Dans tous les cas c'est le gentiobiose qui est produit préférentiellement. Cependant la producuvité

de disaccharides est 5 fois plus élevée lorsqu'on utilise I'enzyme thermostabie.
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a
— —
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Figure | : Production de disaccharides en réacteur femé par la B-glucosidase d'amandes et par
la B-glucosidase thermostable de Sulfolobus solfararicus.

Gentio = gentiobiose, cello = cellobiose, sopho = sophorose.

ADH

La SSADH a une large spécificité et est capable de catalyser des oxydo-réductions
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régiospécifiques dans des solvants organiques. Le temps de demi-vie de l'enzyme est de 18,53
heures a 60°C et de 5,5 heures & 70°C. La SSADH a été édiée en réacteur solide-gaz dans lequel
la phase solide est représentée par i'enzyme coimmobilisée avec le cofacteur NAD (par
coréticulation en présence d'albumine et de glutaraldéhyde) utilisée sous forme de poudre
lyophilysée et ou les substrats et produits sont sous forme gazeuse. Un schéma de ce nouveau type
de bioréacteur est présenté sur la figure 2. Les substrats gazeux sont amen€s jusqu'au réacteur 2
l'aide d'un gaz vecteur inerte, ils sont transformés en produits gazeux qui quittent le réacteur et
sont analysé€s par chromatographie en phase gazeuse. La réaction modéle que nous avons testée est
l'oxydation du butanol en butanal couplée i la réduction de l'isobutanal en 1sobutanol afin d'assurer
la régénération du NAD.

REACTEUR A ADH
Y

1SO-BUTANAL BUTANOL 8% DANS L'Eal

Y
REACTEUR A LIPASE

td Bd

|

n-PROPANOQL  PROPIONATE D'ETHYLE

Figure 2 : Bioréacteur solide-gaz. Schéma du dispositif expérimental.

Les résultats obtenus avec la SSADH sont comparés 4 ceux que l'on obtient par utilisation
d'une ADH commerciale de foie de cheval (HLADH) et sont présentés sur la figure 3.

L'état stationnaire est atteint apres 5 heures et correspond & une conversion de 33 % de substrar
avec une production de 24 p moles de butanal/mn.unité d'enzyme. Le temps de demi-vie es:
d'environ 20 heures. L'utilisation des mémes substrats en présence d' HLADH ne montre pas d'état
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stationnaire et donne une production maximale de 2,9 pmoles de butanal/mn.unit¢ d'enzyme pour
une conversion de 3,8 % de substrat. L'enzyme thermostable est donc plus stable que l'enzyme

classique et donne une productivité de butanal 35 fois plus importante.
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Figure 3 : Preduction de butanal dans le bioréacteur solide-gaz avec la HLADH (1,14 Ul) et
avec la SSADH (0,09 Ul) a 60°C. La phase solide est représentée par 'ADH et le NAD
coimmobilisés et la phase gazeuse par les substrats et produits.

LIPASE

La réaction de wansestérification entre le propionate d'éthyle et le n-propanol a €€ dudice aver
l'enzyme thermostable (PGS) et avec une lipase commerciale de pancréas de porc (PPL). Dans ce
cas, 100 mg de PPL (96000 UI) ou 20 mg d'enzyme PGS'(336000 UT) ont été uilisés sous forme
de poudre lyophilysée dans le réacteur solide-gaz (figure 2). La transestérification a été testée i
65°C. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 4. Les flux de substrats sont respectivement
de 15,2 et 55 umol/mn pour le n-propanol et pour le propionate de méthyle.

Dans les deux cas I'état stationnaire est obtenu aprés une heure de réaction. L'activité maximale
est de 30,7 10-6 umol/mn.UT pour la lipase pancréatique correspondant a un taux de conversion de
20 % de n-propanol et Vactivité résiduelle est de 78 % apreés 150 heures de réaction.

En ce qui concerne I'enzvme thermosiable, la meilleure activité observée est de 27,3 10-¢
pmol/mn.UI correspondant a un 1aux de conversion de 60 % du n-propanol et il n'y a aucune perte

d'activité aprés 150 heures de fonctionnement du réacteur avec cette enzyme a 65°C.
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Figure 4 : Taux de transestérification entre le propionate de méthyle et le n-propanol 4 65°C en
foncton du temps pour la lipase de pancréas de porc (PPL) et pour la cutinase (PGS)

Les études réalisées avec ces trois enzymes thermostables montrent les potentialités que
présentent l'utilisation de ces nouveaux biocatalyseurs lorsqu'on est amené a travailler dans des
conditions inhabituelles : milieux trés concentrés, températures élevées...

Par ailleurs s'il est vrai que 1'utilisation de ces enzymes est importante dans le domaine des
applications, il est également vrai que ces enzymes permettent de faire des recherches beaucoup
plus fondamentales afin d'avoir des informations sur le réle de l'eau dans les réactions
enzymatigues & hautes rempératures ainsi que sur la structure et les changements de conformation
qui s'operent dans les protéines lorsqu'elleé sont testées A des températures €levées.
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LES POLYSACCHARIDES BACTERIENS

M. Milas

Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales (CERMAV-CNRS),
B.P. 53 X 38041 Grenoble-cedex (France).

Parallelement aux polysaccharides d'origine végétale apparurent
dans les années 60 les premiéres études sur les polysaccharides excrétés
par les bactéries. L'introduction du xanthane fut le début de ces
recherches qui n'ont fait depuis que s'amplifier. L'engouement pour ce
type de polysaccharide était et est toujours la possibilité d'obtenir des
structures chimiques nouvelles et trés variées avec toutes les
conséquences que l'on peut espérer comme par exemple :

1°) Une meilleure connaissance des relations entre les structures, les
propriétés et les fonctions. En effet, une différence importante entre ce
type de polysaccharide et ceux extraits de végétaux est leur pureté et une
structure chimique réguliere ce qui favorise ces études. Un des objectifs
pratiques de ces recherches est de pouvoir effectuer des prévisions de
structures ayant des propriétés spécifiques . Pour cela il est nécessaire
d’étudier, outre les structures chimiques,

- les transitions ordre-désordre et les facteurs les affectant ainsi que
d'obtenir des informations expérimentales sur le type de structures
ordonnées en solution et les relations qui pourraient exister entre ces
structures et le comportement de ces polysaccharides en solution
(comportement hydrodynamique, rhéologique, propriétés complexantes...)

- les effets de la température et des sels sur la gélification et la

fusion du gel lorsqu'un gel est mis en évidence. Les relations qui
pourraient exister entre les structures primaire et secondaire et les
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propriétés des gels (rigidité, élasticité, adhésivité...) ainsi que le mécanisme
de gélification.

L'ensemble de ces recherches expérimentales devrait &tre corrélé aux
résultats de la modélisation moléculaire et vice-versa afin d'avancer vers
I'objectif fixé de prévision de structures de polysaccharides aux propriétés
spécifiques.

2°) L'obtention d'un polysaccharide pouvant avoir un potentiel
d'application industriel intéressant. Dans la deuxiéme partie de ce travail
j'exposerai brievement les propriétés de polysaccharides bactériens faisant
de nos jours l'objet d'applications industrielles. Parmi les propriétés
recherchées par les industriels et dont les polysaccharides bactériens sont
des candidats potentiels nous pouvons citer :

- Dans lindustrie alimentaire, des agents épaississants ou stabilisants
de suspensions (cependant il sera dans ce domaine difficile de supplanter
le xanthane), des agents gélifiants (14 aussi le gellane et l'utilisation des
mélanges gélifiants xanthane/galactomannane sont bien en place). Pour
s'imposer dans ce domaine, les nouveaux polysaccharides devront avoir
des propriétés améliorées telles une meilleure stabilité en température ou
des propri€tés spéciales non encore rencontrées par des produits courants,
par exemple un agent émulsifiant qui pourrait étre lyophilisé ou bien
encore qu'ils fournissent une fonctionnalit¢é a un coflit réduit. Les
remarques sont aussi valables dans les domaines non alimentaires. Je
prendrai pour exemple l'acide hyaluronique, produit utilisé actuellement
en ophtalmologie et dans les cosmétiques dont le prix de revient est tres
élevé car ce polysaccharide est extrait des crétes de coqs ou des cordons
ombilicaux. Le hyaluronate bactérien peut &tre obtenu, & masse
moléculaire et degré de pureté identique, pour un prix bien inférieur.
Actuellement le hyaluronate d'origine bactérienne est en train de
supplanter celui d'origine animale pour certaines applications.

- Les propriétés recherchées dans le domaine non alimentaire, et qui
apporteront vraisemblablement les plus sfirs débouchés sont par exemple
* des agents permettant un relargage contrdllé de diverses
substances actives (médicaments, insecticides, herbicides,
fongicides...),
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* des polysaccharides compatibles avec des polyméres

synthétiques, non seulement pour faire des plastiques
biodégradables, mais aussi pour préparer des composites.

* des polysaccharides hydrosolubles avec des propriétés
améliorées par comparaison au xanthane : propriétés
épaississantes, viscoélastiques, de suspension en particulier
pour ['application , en récupération du pétrole, dans les
peintures ou pour la réduction des effets de frottement. En
fait l'ensemble de ces propriétés est fonction du parametre
de recouvrement C[n], avec C la concentration en polymeére et
[n] la viscosité intrinséque (1). Par suite, a concentration
identique les meilleures propriétés seront obtenues pour des
viscosités intrinséques les plus élevées donc pour des
polyméres qui présentent une plus grande rigidité et
longugur de chafne donc une plus grande longueur de

persistance et masse moléculaire.
* des polysaccharides aux propriétés complexantes.

De plus 1'utilisation des polysaccharides en pharmacie et dans les
cosmétiques devrait aussi se développer.

En dehors de Ileurs structures et propriétés, les atouts des
polysaccharides bactériens par rapport aux polysaccharides extraits des
plantes sont aussi de plusieurs ordres

- l'approvisionnement et la production contr6lés ne dépendant pas
des conditions climatiques, voir politiques.

- une structure trés réguliere et des masses moléculaires pouvant
étre trés élevées (plusieurs millions).

Cependant, par rapport aux polysaccharides courants (alginates,
acides pectiques, agars...) leur prix de revient est en général plus élevé.
Cela peut &tre l'inverse dans des cas spécifiques (acide hyaluronique par
exemple).
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Actuellement un certain nombre de polysaccharides bactériens font
I'objet d'applications industrielles en connaissant des fortunes diverses.

Le premier, et de loin le plus utilisé (sa production annuelle
dépassant les 10.000 tonnes par an) est le xanthane :

~+4]-B-D-Glcp-[1-+4]-B-D-[Glcp] 1 —

3
T
1
B-D-Manp-[1—-4]1pB-D-GlcAp-[1-52]-a-D-Manp-6-OAc
4\ /6
C
~ N
H3C COOH

Ce polysaccharide a été développé pour les fories viscosités de ses
solutions aqueuses (a faibles concentrations en polymére) trés peu
dépendantes de la nature et des concentrations en sel. Il fut, grice & ces
propriétés, pressenti pour les opérations de récupération assistée du
pétrole. Actuellement ses principales applications se trouvent dans
l'industrie alimentaire, comme épaississant ou gélifiant en présence de
galactomannanes. On le retrouve aussi par exemple dans les peintures ou
les produits phytosanitaires. Sur la figure 1 nous avons comparé la_
viscosité du xanthane en fonction de la concentration et de la nature du sel
avec une carboxyméthylcellulose de méme longueur de chaine. Dans les
deux cas la chaine correspond 4 un enchainement B-1-4-D-glucose. Le
comportement original du xanthane est lié a la stabilisation d'une
structure ordonnée (fonction de la température, du pH, de la nature et de
la concentration en sel) (2-4) (Figure 2). La stabilité a la dégradation
thermique (5) ou enzymatique (6) est fortement améliorée dans la
conformation ordonnée. La nature de cette structure ordonnée en solution
n'a jamais pu étre établie de fagcon non équivoque a cause de la tendance
qu'a ce polymere & chaine semi-rigide de former spontanément des
associations interchaines, y compris a l'état solide. C'est avec une stabilité
en température médiocre les seuls défauts de ce polysaccharide et seul un
nouveau produit, avec un comportement amélioré dans ces domaines
pourra concurrencer le xanthane 2 condition qu'il présente des propriétés
semblables mais aussi une culture toute aussi performante. En effet, peu
de fermentations bactériennes conduisent aux rendements atteints par les
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~de fermentations bactériennes conduisent aux rendements atteints par les
xanthanes (taux de conversion, en général du D-glucose, égal voire
supérieur 270 % et production trés faible de biomasse insoluble ou de
produits non désirables).

Une autre grande famille de polysaccharides bactériens est celle
représentée par le gellane :

gellane :
-3]-8-D-Glcp-[1—54]-B-D-GlcpA-[1—4]-B-D-Glcp-[1—-4]-o-L-Rhap-{1—
welane

—3]-B-D-Glcp-[1—-4]-B-D-GlcpA-[1—4]-B-D-Glep-[1—4]-a-L-Rhap-[1-
3
T

1
a-L-Rhap ou L-Manp

Rhamsane :

—3]1-B-D-Glcp-{ 1 —4]-B-D-GlcpA-[1->4]}-B-D-Glep-{1—>4]-a-L-Rhap-[1-
6
T
4

B-D-Glep-[1—-6}-a-D-Glcp
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S 657

-33]-B-D-Glcp-[1—+4]-8-D-GlcpA-[1-4]-B-D-Glcp-[1-4]-a.-L-Rhap-[1 —»
3
T
1

a-L-Rhap ou L-Manp
4
T
1

a-L-Rhap ou L-Manp

Ces polysaccharides produits par la société KELCO (USA) ont tous la
méme chaine principale. Ils difféerent par la présence de substituants. En
plus de ceux indiqués ils possédent tous plus ou moins de groupements
acétate, L glycérique ou peptidique. Une étude des propriétés de ces
polyméres a tout naturellement un intérét fondamental pour établir des
relations entre la structure chimique et les propriétés (7,8). Ainsi nous
pouvons montrer que la présence des groupements acétates diminue les
interactions intermoléculaires.

Le gellane acétylé forme des gels faibles alors que le produit
déacétylé conduit 3 des gels rigides et clairs (9). Le welane et le S 637
méme déacétylé ne forme-pas de gel, alors que le rhamsane déacétylé
forme un gel mou, le produit acétylé ne conduisant pas a une gélification
(10,11). Ces différences sont naturellement a attribuer a la nature, mais
aussi & la position des substituants qui stabilisent plus ou moins leur
structure ordonnée en double hélice qu'ils possédent tous (Tableau I).

L'absence de tout substituant favorise la fusion de la double hélice.

79




TABLEAU I : Structures envisagées en solution. SC : simple chaine ; DH :
double hélice (10-13). (a) présence d'une tramsition conformationnelle,
mais l'existence d'associations intermoléculaires empéche la caractérisation
des structures.

* Obtention d'un gel dans des conditions définies.

Gellane Welane Rhamsane S 657
Acétylé *DH,SC(a) bH DH DH
Déacétylé *DH,SC DH *DH,SC DH

Dans le cas du welane et S 657, les substituants glucidiques ont un
effet stabilisant trés important qui ne permet pas d'obtenir la fusion de la
structure ordonnée dans les conditions habituelles. Comme le mécanisme
de gélification implique cette fusion, l'intérét industriel de ces produits
réside dans les propriétés épaississantes et de stabilisation de suspensions.
Néanmoins, les associations intermoléculaires sont encore plus nombreuses
qu'avec le xanthane, y compris des liaisons polysaccharides-débris
cellulaires.

C'est sans doute l'existence de ces nombreuses liaisons
intermoléculaires qui est a l'origine de la bonne stabilit¢ apparente de ces
polysaccharides en température.

Le welane, pour certaines applications remplace le xanthane
(traitement des puits).

Par contre l'intérét du gellane est exclusivement lié 3 la formation
d'un gel. 11 trouve actuellement des débouchés dans l'industrie alimentaire
au Japon et trés prochainement aux Etats-Unis. Il remplace aussi les agars
dans certaines applications, comme par exemple pour les supports gélifiés
des cultures microbiennes.

Le rhamsane apparait comme un cas intermédiaire par rapport aux
trois polysaccharides précédents. Les substituants glucidiques de par leur
nature et/ou leur position, stabilisent la double hélice, mais a2 un degré
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moindre que pour le welane et le S 657 puisque la fusion est obtenue
lorsque les groupements acétate ont €1 hydrolysés.

Un autre polysaccharide bactérien qui intéresse les industriels est du
type succinoglycane :

—4]-B-D-Glcp-[1—-4]-B-D-Glcp-[1—3]-B-D-Galp-[1 54]-B-D-Glcp[l >
' 6
T
1
B-D-Glcp-[1-3]-B-D-Glcp-[1-3]-8-D-Glep-[1-6]-B-D-Glcp
4\C/6 \__‘\’! _/
7
H3C ) COOH OOC-CH2-CH;-COOH

Les propriétés rhéologiques de ce polysaccharide sont assez
semblables a celles du xanthane, d'ou une application potentielle en tant
qu'épaississnt ou agent de suspension. Il peut &tre utilisé aussi dans les
domaines ou un effet viscoélastique est recherché.

Les différences qui le distinguent du xanthane sont une transition
conformationnelle beaucoup plus étroite en température qui dépend moins
de la concentration en sel et une trés forte variation de la viscosité de part
et d'autre de la transition(Figure 3) (14,15). Cette propri€t€ peut présenter
un intérét pour certaines applications. La nature de la chaine et le type de
liaison (B1—3) conduisent au-deld de la température de fusionm a une
sensibilité trés forte 2 la dégradation et & une diminution importante de la
rigidité contrairement 4 ce qui est observé pour le xanthane.

Enfin, bien que d'origine fongique, les PB-glucanes doivent étre
cités comme exemple, car ce type de polysaccharides (scléroglucane,
schizophyllane, curdlane) possédent des propriétés avec des applications
potentielles.
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leurs structures

—31-B-D-Glep-[1-3]-B-D-Glep-[ 1 = 3]-B-D-Glcp[1—
6
1
1

B-D-Glcp

different les unes des autres par le nombre de motifs glucose 1ié a la
chaine principale. Le curdlane est caractérisé par l'absence de ces motifs.
Ces motifs permettent la solubilité dans les milieux aqueux de ces
polysaccharides neutres. La structure secondaire en triple hélice lide a
I'absence de groupe acide conduit & un polymere trés rigide en solution
donc a4 des viscosités élevées insensibles aux sels et au pH (Figure 4)
(16,17) et a une trés bonne stabilité en température. Ces propriétés lui
donnent un potentiel intéressant pour une utilisation en récupération
assistée du pétrole. Cependant. sa purification n'est pas aisée et les
interactions intermoléculaires sont trés nombreuses.

Les propriétés les plus intéressantes pour ces produits sont peut-€tre
d'ordre pharmaceutique. En effet, les p-glucanes d'origine fongique
posseédent des propriétés antitumorales intéressantes (18) par exemple
dans le traitement du cancer (19). Il semble que ces propriétés dépendent
de la structure chimique (liaison du type P1-3/1-6 glucane) mais aussi de
la structure secondaire tres réguliére en triple hélice et de la masse
moléculaire. Les hautes masses moléculaires conduisent aux plus fortes
activités antitumorales (18).

Bien d'autres polysaccharides bactériens .sont et seront encore
étudiés. De nombreuses applications industrielles seront aussi proposées
pour ces produits qui possedent un éventail de structures chimiques et de
propriétés trés larges et twres variées. La variété pourra encore étre
augmentée par les techniques génétiques modernes. L'ensemble de ces
é¢tudes devraient conduire avec l'aide de la modélisation moléculaire a une
meilleure corrélation entre les structures, les propriétés physiques et les
applications industrielles. Il faut enfin noter en tenant compte des
exemples cités plus haut le rdle important des structures secondaires et
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des fortes masses moléculaires sur les propriétés a impact industriel. En
particulier, les propriétés rhéologiques sont directement liées a la viscosité
intrinséque des produits donc a leur masse moléculaire.
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Figure 2 : Variation du pouvoir optique rotatoire spécifique en fonction de
la température pour le Na Xanthane (Cp = 0,66 g/l dans a : H,O :
b, 5,6 mM NaCl : C, 10,8 mM NaCl : d, 15.8 mM NaCl : ¢. 28 mM
NaCl : f, 0,1 M NaCl).
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Figure 4 : Variation de la viscosité intrinseque du scléroglucane en fonction
de la concentration en NaOH (1 = 25°C).
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CHIMIE ET BIOCHIMIE
DES SUBSTANCES NATURELLES MARINES

Lionel CHEVOLOT, CNRS.

Laboratoire de Biologie Marine.Université de Nantes
2 rue de la Houssiniere 44072 NANTES.

Les organismes marins (plantes ou invertébrés) sont capables de synthétiser des
molécules complexes et originales que I'on ne trouve pas dans les organismes terrestres.
Ce point est désormais bien établi et résulte probablement de la grande diversité des
especes vivant dans le biotope marin.

Malgré cette extraordinaire richesse, il faut bien reconnaitre que relativement
peu de "molécules marines" sont effectivement utilisées par les industries
pharmaceutiques, agro-alimentaires ou autres. Il en existe cependant quelques unes
d’interét indéniable, Néanmoins, le probléme n’est plus de trouver des molécules
originales ,mais de découvrir des molécules utiles. Un certain nombre de programmes
notamment en Australie, aux USA, au Japon, mais aussi en France ont eu ou ont cette
ambition. Le premier exposé présente un tel programme. Pour isoler des substances
potentiellement utilisables, trés souvent la méthode du criblage (ou screening) a été
retenue. Cette démarche nécessite du "temps" pour parvenir 3 un résultat, contrainte qui
w'est pas toujours admise par les organismes publics ou privés finangant ces
programmes. D’autre part cette méthode parfois comparée a la "péche a la ligne" est
souvent critiquée car laissant trop de place au "hasard" et ne procédant pas assez d'une
"démarche scientifique déductive".Ces critiques sont en grande partie injustes et
injustifiées. Car d’une part toute découverte réellement novatrice implique une grande
part de chance, toute lhistoire des sciences témoigne de ce constat; d’autre part ces
travaux ont permis d’accumuler des données qui pourront étre, pour I'avenir, 2 la base
de recherches moins empiriques. Ces derniéres devront aussi étre orientées par les
observations faites par les biologistes et écologistes marins (comme dans le domaine des
relations interespéces, par exemple). De plus efficacité de cette démarche sera encore
augmentée dans 'avenir en utilisant des tests biologiques plus spécifiques permettant de
déterminer trés t6t le mode d’action et donc l'interét de molécules pésentes dans un
extrait. Le deuxieme exposé est une illustration de cette démarche dans le domaine des
anticancéreux. :

Si a la période de recherche exploratoire qui était nécessaire et qui a permis de
dégager des orientations a prendre succéde une véritable recherche pluridisciplinaire
qui ne se limite pas & une simple juxtaposition, mais a une réelle symbiose des
différentes disciplines concernées, il fait peu de doute quun bien plus grand nombre de
molécules marines seront utilisées dans 'avenir.
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L E PROGRAMME S MIEB

(Substances Marines &'Intérét Biologique)

INTRODUCTION

Le programme SMIB; Substances Marines d'Intérét Biologique, est une opéra-
tion commune CNRS/ORSTOM. Elle se déroule au Centre CRSTOM de Nouméa, et en Eu-
rope en ccllaboration avec divers partenaires: universitaires, instituts de re-
cherche et industriels,

Scn objectif est la mise en évidence de nouvelles molécules a potentiel
thérapeutique ou phyto-sanitaire & partir d'organismes marins, en particulier
les invertébrés.

Démarré en 1985, il fait suite au programme SNOM (Substances Naturelles
d'Origine Marine) initié en 1977, programme également conjoint ORSTOM/CNRS, qui
a été réalisé avec difficulté compte tenu du fait que le criblage biologique
des échantillons se dérpulait aux antipodes du lieu ou s'effectuaient les ré-
coltes. Fort de cette expérience le SMIB a mis en place au laboratoire ORSTOM

de Nouméa une batterie de tests simples, donc faciles 4 mettre en ceuvre.

Le champ d'investigations du programme se situe dans le vaste lagon de
Nouvelle Calédonie (figure 1) qui recéle des communautés d’invertébrés compa-
rablegs 4 celles de la Grande Barriére de Corail, tant par la diversité des es-
péces {enviren 5000} que par leur abondance.

METHOBOLOGIE

Les premiéres questions & se poser dans ce type de recherche sont:
quelle espéce récolter et comment 1'identifier?

Pour le choix de l'espéce, deux approches sont possibles. L'une est
chimio-écologique. Les invertébrés rencontrés peuvent étre ou non mcbiles.
Ceux gui ne le sont pas arrivent & subsister de par leur propre systéme chi-
mique de défense. C'est ainsi que certaines espéces survivent aux expositions
prolongées aux raycnnement solaire & marée basse, d'autres se répandent jus-
qu'a devenir 1'espéce dominante dans certains bictopes récifaux, d'autres en-
core sont superbement ignorées par les prédateurs. Ces constatations guident
les chimistes pour sélectionner leur étude. L'autre approche est pharmaco-
chimique. Elle consiste & retenir les espéces dont l'extrait se sera montré
actif au regard de tests biologiques appropriés. C'est cette derniére méthode

qui est privilégiée dans le cadre du programme SMIB,

Le probléme de l'identification de l'espéce récoltée n'est que partiel-
lement résolu, En effet on estime & 500 00C le nombre total d'espéces marines
- dont 80% restent encore inconnues -, d'eh un travail parfois trés long pour
donner a4 un animal son nom, sa place dans la classification. Il n'est pas rare
gue l'identification d'une espéce vienne bien aprés celle des principes actifs
qui en sont extraits. De plus - ef malheureusement - on a assisté ces derniéres
années i un désintérét des jeunes chercheurs vis-ad-vis de la taxinomie. La son-
nette d'alarme ayant été tirée, on espére que la situation ira en s'amélio-
rant. Cette branche de la Science est pcourtant primordiale pour les biochi-
mistes car on peut déja déceler, parmi les quelgues centaines d'organismes
étudiés, des relations chimio-taxinomiques iiant certains groupes bien connus.

Récocltes

Les premiers dragages en eaux prcfondes effectués par les biclogistes du
laboratoire d'Océanographie de Nouméa ont permis une premigre étude d'échantil-
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lons divers et abondants récoltés entre 200 et 2 000 métres, le plus souvent
aux environs de 400 métres. Etant donné 1'intérét de ces échantillons, le SMIB
réalise maintenant ses propres campagnes de dragages profonds sur le navire
océanographique de 1'ORSTOM, le N.O. "ALIS". L'étude de ces organismes consti~-
tue en partie l'originalité du programme SMIB, la plupart des autres équipes
étrangéres travaillant entre 0 et 30 métres de profondeur.

Hormis le dragage, gui est une véritable "péche & la ligne", les récol-
tes peuvent s'effectuer & pied sur les platiers découvrant & marée basse, mais
c'est le plus souvent & partir d'une vedette, le "DAWA", par plongée sous-
marine autcnome gu'une équipe de trois plcngeurs-biologistes de 1'ORSTOM ef-
fectue les récoltes dans la zone des 40 métres. Celles-ci interviennent aprés
des prospections sérieuses, qui cnt d'ailleurs donné lieu, avec l'aide des
biclugistes du Muséum National d'Histeire Naturelle de Paris (MNHN), & des
inventaires faunistiques publiés (échinodermes), en cours d'édition (ascidies),
cu de reédaction (éponges, gorgones). Ces inventaires se poursuivent et s'éten-
dent & la faune profonde de la région (zone économigue de la Nouvelle Calédonie).

L'organisme récolté est tout d'azbord photegraphié in situ puis ceongelé
& bord apres triage, lavage et pesée. Un échantillonnage zocologique est égale-
ment effectué pour la conservation et l'identification, soit sans aucun autre
traitement que le séchage (gorgones) scit par immersicn dans le milieu appro-
prié (formol ou alccol). Les photographies constituent la photcthéaue, outil de
base pour 1'identificaticn zoologique et la reconnaissance des crganismes lors
des récoltes ultérieures.

Traitement au laboratoire

1} Extraction chimique
Les échantillons congelés sont broyés, par-

fois concassés, puls lyophilisés., La poudre est alors divisée en deux lots qui
sont scoumis & deux types d'extraction. Les extraits obtenus (aprés centrifu-
gation et lyophilisation pour l'extrait aqueuxs filtration et évaporaticn sous
vide pour les extraits alcool-eau et alcool-chlorure de méthyleéne) sont sélec-
tionnés en fonction de leur activité biologique.

2) Tests biclogiques
Les activités sont recherchées au moyen de

plusieurs types d'essais microbiologigues in vitro (figure 2):

- sur bactéries pathogénes pour l'homme: Eschesdichia coli, Staphyfococ-
cus aurews, Pseudomonas agruginosa.

- sur champignons phyto-pathogénes: Fusarium oxysporum, Phyiophtora
parasditica, Pendedlidium {talicum.

- antiviraux (virus de l1'Herpés cultivé sur cellules Vero)

- cytctoxicité (cellules Kb}

- ceufs embryonnés d'oursins {Ech{nomeira mathed)

- larves de crustacé "brine shrimp" (Artemia saflina)

- phytotoxicité sur blé et amarante

- larves de tiques du bétail (Boophilus microplus)

- lactivité antispasmodique recherchée sur iléon isolé de cocbaye a
été abandonnée car le test n'est pas adapté & l'analyse des extraits bruts.

Ce criblage est complété en France dans les laboratoires de Rhdéne-Pou-
lenc-Santé (cellules P388 in vitro et in vivo, HIV in vitro) et de Rhéne-
Poulenc~Agrochimie (diverses souches de champignons et de bactéries in vitro
er in vivo).

Avant de quitter le chapitre des tests biclogiques, on peut signaler
le pourquei de l'essai insecticide sur tiques & Nouméa. Les tigues représen-
tent en effet un probléme important pour les éleveurs néo-calédoniens: elles
prolitérent rapidement et deviennent progressivement résistantes aux traite-
ments urilisés dans les explcitations agriccles. C'est ce qui a motivé la re-
cherche de nouvelles substances acaricides, en collaboration avec le labora-
toire d'Entcmologie du Centre ORSTOM. Les tiques sont prélevées sur le bétail,
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les ceut's des femelles matures recueillis et mis & éclore en étuve dans un tube.
Les larves adultes gagnent alors le haut des tubes par tropisme et y sont col-
lectées. Les larves utilisées sont donc de premiére génératicn. C'est ce stade
qu'il faut cibler car il est le plus favorable pour le traitement du bétail.

Dans tous les cas, lorsqu'un extrait s'est révélé avoir une activitsé si-
gnificative, une deuxiéme récolte est effectuée afin de confirmer les premiers
résultats.

Enfin le seuil d'activité est déterminé, puis la DL 50 est calculée,
et 1'on réalise une étude des réponses en fonction de la quantité d'extrait
brut analysée. Ceci permet de classer les différents extraits selon leur in-
téret relatif, et par rapport aux témoins de référence. On sélectionne alors
les plus intéressants pour les étapes ultérieures.

3) Isolement et détermination des principes actifs

La (les) subs-
tance {s) responsable {s) de cette (ces) activité (s) est (sont) par la suite
isplée (s), le plus souvent par chromatographie: CCM, colonne, HPLC. Une &bau-
che d'étude structurale peut alors aveir lieu au laberatoire de Nouméa qui
possede les spectrographes (IR, UV, BMN) acquis lors de l'opération SNOM, mais
les preoduits plus ou moins purifiés sont généralement confiés aux collaborateurs
du programme SMIB en Europe.

L'ensemble du chapitre "méthodoclogie" est schématisé sur la figure 2.

RESULTATS

Les tableaux de la figure 3 récapitulent en valeurs absolue et relative
le nombre de réponses pesitives & chaque test données par les 239 organismes
criblés regroupés en catégories (éponges, ascidies, échinodermes, gorgones,
divers), ainsi que le nombre d'études approfondies qui en ont résulté. On
constate que selon les groupes, 50 & 83% des organismes répondent positivement
4 1'un wu moins des tests. On peut également noter 1'importante proportion de
gorgones et d'éponges reteriues pour une étude approfondie. Les organismes
présentant des propriétés antibiotiques ou cytotoxigues sont assez fréquents.
Plusieurs organismes se sont révélés étre cytotoxiques sur cellules Kb. Cette
toxicité se traduit en général par une acticn cytotoxigue ou tératogéne sur
les ceuts embryonnés d'oursin. Ce dernier essai est réalisé, lorsque la saison
le permet, sur les extraits qui se sont montrés actifs sur les cellules Kb.

L' équipe de Rhéne-Poulenc intervient ensuite pour confirmer cette toxicité
sur dii'térentes souches de cellules P388 in vitro puis in vivo.

lobalement ce n'est qu'une cinquantaine d'organismes gui a été retenue
pour une étude chimique. En effet la confirmation d'activité lors des récol-
tes suivantes n'est pas toujours effective.

Une nouvelle espéce d'ascidie, Eud{sfoma fragum, a €té récoltée & huit
reprises, chaque récolte révélant l'existence de substances antibactériennes.
La purification des extraits a fourni 1l'alcalclde bromo-4 N,N-diméthyl tryp-
tamine (figure 4), alcaloide antibactérien déja rencontré chez des éponges.
Cette molécule est une constante du contenu des extraits de cette ascidie.
Par ailleurs, un nouvel alcaloidéf minoritaire et en quantité variable selon
les extraits, a été isolé de laméme ascidie. Il s'agit d'une tétrahydro- /3
carboline substituée en 1 par un groupement N-méthyltétrahydropyrollique.

Ce dernier alcaloide est a rapprocher de ceux qui ont été isolés d'une es-
péce du méme genre, Fud{stoma of{vaceum, pour laquelle une activité cyto-
toxique et antivirale est décrite (figure 5).

* La woodinine
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Une autre ascidie, Polycarpa aurata, a été sélectionnée pour son acti-
vité antibactérienne. Deux principes actifs en ont &té isolés, 1l'un étant du
soufre 58, 1l'autre étant en cours de détermination structurale. Ceci permet
de rappeler l'existence de quelques composés soufrés d'origine marine (figure
&) souvent antibiotiques. L'exemple est bien connu de la néréistoxine, molé-
cule disoufrée isclée au Japon d'un ver marin, Lumbriconereds heteropoda, dont
un dérivé a &té commercialisé sous le nom de Padan (figure 6).

Une éponge du lagen, Amphimedon virdidis, a été sélecticnnée sur l'essai
antibiotique et anti-Cand{da pour sa forte activité. Malheureusement, simulta-
nément étaient brevetés pour leur originalité les métabolites actifs de cette
méme éponge récoltée en mer Rouge. Cela aura au moins permis de valider notre
test. Il est toutefois & noter que cette éponge avait é&té récoltée dans le
cadre du programme précédent et gqu'il n'y avait pas eu de suite. Ce qul montre
une fois de plus 1l'importance de la réalisation déu criblage d'activités biolo-
giques sur place ou avec des partenaires trés motivés.

Le premier exemple de porphyrine libre, chlorophylle C mise & part, a
été issu d'une éponge fossile du groupe des lithistidés. Cette porphyrine
appelée Corallistine A (figure 7), est & la fois cytotoxique et antibiotigque.
C'est la premiére fois gqu'une telle activité est signalée pour ce genre de
molécule.

Dans le cadre du programme SNOM 1'éponge Pseudaxinyssa cantharelfla
{Demospongiae, Axinellidae), réccltée dans le lagon néo-calédonien, a montré
dans des expériences préliminaires une activité cytotoxique in vitro et in
vivo. Le fractionnement chimique de 1'extrait actif, suivi par contréie de
l'activité biologique, a permis 1l'isolement du dérivé imidazoligue girclline
(figure 8), ainsi que d'autres produits inactifs. Par son mécanisme d'action
original, la girclline possé&de une activité antitumorale intéressante sur des
lignées cellulaires variées. L'étude de ce composé sur lequel nous avions
fondé de grands espoirs, a finalement été abandonnée & la suite d'essais
cliniques non satisfaisants.

Les deux exemples suivants ont été étudiés pour leur intérét possible
dans le domaine de 1'agrochimie.

L'éponge profonde, PodoApongia fovend, récoltée au cours de différentes
campagnes de dragages, s'est révélée étre particuliérement active sur les sou-
ches de champignons phytopathogénes, avec un seuil d'activité exceptionnel
d'environ 0,5 pg d'extrait brut/disque, et une toxicité également trés forte
sur les larves de tiques. Cette étude a &té réalisée en collaboration avec
Rhéne-Poulenc-Agrochimie. Le principe antifongique a été identifié a la La-
trunculine A {figure 9), molécule déja isolé d'une éponge d'un genre proche,
mais pour laguelle aucune propriété antifongique n'avait été décrite. Le
produit acaricide est lui, différent. Son élucidation structurale est en cours.

Une autre éponge a été étudiée pour son activité acaricide: Stgzotezza
sp. Un nouvel exemple de terpéne portant un groupement isonitrile, la stylo-
telline, en a été isolé (figurelO). Les isonitriles naturels restent rares
et sont décrits pour leurs différentes activités biologiques. L'un d'eux a
été isolé d’abord comme étant un métabolite toxigue du mucus de défense du
nudibranche Phyflid{a varicosa, jusqu'a ce que celui-ci ait été trouvé en
grande quantité dans 1'éponge du genre Hymeniacdidon sur laquelle il se nour-
rit. Le genre Styfoteffa est d'ailleurs zoologiquement proche du genre Hyme-

ndacddon.
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Un dernier exemple parmi les plus intéressants. Des ascidies du genre
Lissoclinum de la famille des didemnidés montrent un nouvel aspect de 1'é&tude
des organismes marins. Ces ascidies présentent une trés forte toxicité géné-
rale sur les organismes eucaryotes. Le principe actifde Lissocfinum bistratum
a été isolé ainsi que quelques composés voisins. Malheureusement il semble que
seule l'analyse aux rayons X permettra de conclure sur la structure des bistra-
mides (figure1l). Cependant l'étude des propriétés du Bistramide A se poursuit.
Il a été mis en évidence qu'a des doses de cytotoxicité moindre, cette molécule
provoque la différenciation de cellules tumorales humaines (cancer du poumon,
leucémie). Ces propriétés intéressantes, ainsi que les difficultés liées a
l'approvisicnnement en crganisme (68 heures de plongée pour 4 kilos frais),
ont conduit & rechercher la véritable origine de ces métabolites. En effet
ces ascidies vivent en symbiose avec des algues unicellulaires d'un groupe
nouveau, les prochlorophytes. Celles-ci se sont révélées contenir 5 fois plus
de toxine gque l'animal. Il semble que la toxine soit en fait produite par
l'algue qui l'accumulerait avec peu ou pas de transfert vers l'ascidie elle-
méme. Ceci ne pourra toutefois &tre prouvé que par la production de ces algues
par culture in vitro.

On peut signaler pour terminer gue certains organismes sont étudiés dans
le cadre du programme SMIB en raison de leur intérét zoclogique exceptionnel.
C'est en particulier le cas pour le crinoide "fossile vivant" récemment décou-
vert: Gymnochinus rdicherd.

L'ensemble des travaux chimiques relatifs aux organismes marins auxquels
1'ORSTOM a participé depuis 1977 (figure 12 ) comprend 1 brevet, 38 publications
internationales, 14 communications a des colloques, 1 thése et 1 DEA.

CONCLUSION

Il est d'abord nécessaire de souligner 1'importance du travail de terrain,
tant au niveau des récoltes et des cobservations gu'd celui du criblage d'activiteé
biologique, lequel permet d'orienter efficacement la recherche de nouvelles mo-
lécules actives. Le programme SMIB est avant tout un programme pluridisciplinai-
re regroupant des industriels (Rhéne-Poulenc par exemple), des chercheurs de
la plupart des instituts de recherche nationaux {(CNRS, INSERM, MNHN, ORSTOM}),
des universitaires frangais et étrangers. Ces collaborations permettent de
tendre vers le développement pharmaceutique des substances ayant révélé une
activité biologique concurrentielle de celle des témoins cde référence. Etant
données leur origine et la limitation de leur source naturelle, ces molécules
ne deviendront probablement pas un médicament elles-mémes. Pourtant elles of-
frent aux chimistes et aux biochimistes 1l'intérét d'étre des molécules origi-
nales gqui, non seulement représentent des modéles intéressants pour 1'imagina-
tion du chercheur, mais qui peuvent aussi conduire, par la synthése d'analo-
gues, a l'élaboration de nouveaux médicaments.

Jean-Marie CHANTRAINE
Cécile DEBITUS
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LES ANTIBIOTIQUES D'ORIGINE MARINE

Marie-Lise BOURGUET-KONDRACKI
MNHN, PARIS

On ne peut pas parler d'antibiotiques d'origine marine sans rappeler que les premieres
céphalosporines furent isolées d'un champignon marin Cephalosporum Acremonium, prélevé
au large des cotes de Sicile. Le développement de ces céphalosporines a €t€ considérable
puisque le spectre d'activité de cette famille d'antibiotiques est plus large que celui des
pénicillines et présente I'avantage d'étre moins sensibles aux § lactamases.

Depuis, de nombreuses substances présentant une activité antibiotique ont pu étre
extraites d'organismes marins et identifiées. La littérature offre des modéles structuraux
originaux et variés. Notre but n'est pas d'en dresser une liste exhaustive mais de présenter les
principaux compose€s antibiotiques (antibactériens et/ou antifongiques) extraits des éponges. Il
convient, a ce titre de souligner la diversité des substances nouvelles actives, isolées de ces
animaux. 11 est possible, en fait, de déterminer quatre grands types de composés antibiotiques:
des terpénes, des composés indoliques et pyrroliques, des dérivés de la dibromotyrosine, des
dérivés quinoniques, bien que d'autres substances aient montré une activité antibiotique tels que
des alcaloides stéroidiens, des peptides...

Les quelques exemples choisis illustrent I'originalité de ces substances antibiotiques

isolées d'éponges.

La mise en évidence d'une activité antibiotique est déterminée par le calcul des CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) en milieu liquide ou par la méthode des disques en milieu
gélosé.

Chaque extrait est testé vis-a-vis d'un €chantillon de bactéries Gram+ et Gram- et vis-a-

vis de champignons dermatophytes, levures et moisissures.

Le role de ces composés pour 'organisme qui les secréte est trés mal connu et se borne
a quelques hypothéses. Ces métabolites pourraient étre des substances de défense chimique,
biosynthétisées par l'éponge pour lutter contre les prédateurs auxquels elle est exposée ou pour
prévenir I'envahissement par des microorganismes indésirables. Cependant, le fait que nombre
d'entre elles vivent en symbiose avec d'autres microorganismes, suppose que ces substances
antibactériennes ou antifongiques doivent avoir une bonne spécificité. Ces substances
pourraient également étre des kairomones induisant la fixation ou la métamorphose de diverses

larves.
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Ageline A

Ageline B

Ageline A:

Fascaplysin

o H
{ N
77N
N
+ —
cr
Bastadin-1, R=XzH Br
Bastadin-2, R=zH, X=Br
RO
NOR
0
NH

N N\
X: Clea/:é') I \l
N A
/
R NH,

S. aureus, B. subtiiis, C. albicans
5ug/ disque
lchtyotoxique a 25 pg/mt (Carassius auratus)

Capon et Coll,, JA.C.5, 1984, 106, 1819-1822

8. aureus: @ inhibition 15 mm, dépdt 0,1ug/disque

E. Coli & inhibition 8 mm, dépGt Spg/disque

C. Albicans: ¢ inhibition 11 mm, dépdt 1ug/disque

S. Cerevisiae: & inhibition 20 mm, dépdt 0,1pg/disgue
cytotoxique: 1Dgy: 0,2 pg/ml L1210

D. M. Roll et Coll., J.O.C., 1988, 53, 3276-3278

NOR

=T

Br
Br
OR

actives in vitro et in vivo sur bactéries Gram +

R. Kazlauskas et Coll., Tet Left., 1980, 21, 2277-2280
OR
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Smenospongine

NH,
o)
o 8. aureus, CMI: 7 ug/mli
Cytotoxique 1D5q:1,5 pg/ml L1210
M.L. Kondracki et M. Guyot, Tetranedron, 1989, 45, 7, 1995-2004
Plakinamide A Piakinamide B

S. aureus: conc.: 25uy/ disque 10 pg disque
C. albicans: cone.: 10 pg/ disque 2 pgy disque

Rosser et Coll,, JO.C., 1984, 49, 5157-5180¢

Jaspamide OH

C. albicans o nhibition 11mm, dépét de 1 pg/disgue

o insecticide {Hefiothis virascens)

/ "(&o T.M. Zabriskie, J.A.C.S., 1986, 108, 3123-3124
N
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ACTIVITES ANTIBACTERIENNES ET ANTIFONGIQUES CHEZ DES ALGUES
MARINES

D. PESANDQ, N. BOUAICHA, S. PUISEUX-DAO

Unité INSERM 303 - BP 3 - 06230 - Villefranche-sur-Mer, France.

INTRODUCTION

60 % des médicaments sont d'origine naturelle, mais ce sont principalement des
organismes terrestres, surtout végétaux, qui ont permis de les obtenir. En raison d'un
accés plus difficile, peu de substances actives proviennent de la mer ; cependant des
médicaments tels que ['Ara-C sont issus de synthéses réalisées a partir de modeles
moléculaires produits par des Invertébrés marins.

L.a grande diversité des Etres vivants dans la mer permet d'espérer l'obtention
de molécules originales si bien que les recherches, longtemps peu développées,
s'amplifient, en particulier en vue d'obtenir des antifongiques, antiviraux et

anticancéreux.

RECHER D'A ANTIBA RIENNES ET ANTTFONGTE

Une méme méthodologie permet de mettre en évidence des activités
antibactériennes ou antifongiques & partir de fragments d'algues ou d'homogénats,
d'extraits aqueux ou dissous dans des solvants organiques : antibiogrammes sur
milieu solide, mesure de concentration minimale  inhibitrice (CMI) en milieu liquide.
Ces mémes tests sont utilisés pour suivre les fractions actives au cours de la
purification. Deux techniques un peu plus originales sont utilisées au laboratoire : 1)
la réalisation d'antibiogrammes directement avec des cellules de microalgues ; 2) Ia
réalisation d'antibiogrammes avec les bandes de support chromatographique aprés
migration des composés ce qui permet de repérer rapidement les taches actives
{Bioautographie).

Les bactéries le plus souvent étudiées sont pour les Gram+, Staphylococcus
aqureus, pour les Gram -, Escherichia coli ainsi que Proteus mirabilis ; des bactéries
marines telles que Flavobacterium et Vibrio sp. sont aussi considérées. Pour les
champignons, la levure Candida albicans et la moisissure Aspergillus fumigatus sont
employées ainsi que le dermatophyte Trichophyton mentagrophytes. Le petit
nombre de souches généralement employé conduit a4 un criblage limité. C'est

pourquoi nous avons effectué les recherches préliminaires d'activité avec un grand
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nombre de souches : une quinzaine de bactéries, une quinzaine de champignons
(Pesando et Caram 1984 ; Moreau et coll. 1984, 1987 ; Viso et coll. 1987).

LES PRINCIPAUX PROD DE TA ACTIVES (Voir Pesando, 1990)

De nombreuses microalgues (Tab. 1) fournissent des extraits & activité
antibactérienne. Elles apparticnnent 4 des classes variées : Cyanophyta (ou
cyanobactéries), Rhodophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Haptophyta, Chrysophyta,
Phaeophyta, Chlorophyta. Ce sont les Chrysophyta, spécialement les
Bacillariophyceae qui ont ¢été le plus souvent rapportées comme producteurs de
substances nocives pour les bactéries. Cyanophyta et Dinophyta. semblent en
deuxié¢me position dans ce domaine.

Les recherches sur les propriétés antifongiques sont plus rares. Au cours d'une
étude comprenant 50 espéces planctoniques (Pesando et coll.,, 1979a), des extraits
aqueux de Chaetoceros se sont révélés les plus efficaces, en particulier contre divers
parasites de plantes cultivées tels certains Fusarium. L'espéce Asterionella glacialis a
également montré une activité antifongique remarquable (Tab. 1). Un programme
expérimental consacré & la recherche d'antifongiques réalisé par Kellam et coll.
(1988) a confirmé les potentialités des microalgues et mis en évidence que les extraits
les plus lipophiles sont souvent les plus actifs (Tab. 1).

Les macroalgues dont certaines espéces font l'objet d'une exploitation
industrielle pour la production par exemple de substances gélifiantes (alginates,
carraghénanes) ou bien simplement comme engrais, peuvent posséder des
propriétés antibactériennes ou antifongiques. Pour ce qui concerne les potentialités
antibactériennes ; il est possible de se reporter 4 des revues concernant des algues de
différentes parties du monde (Zajik et Knetting, 1970 ;' Hoppe, 1979 ; Biard, 1980).

De nombreuses espéces, souvent trés communes, ont ¢&té€ testées pbur leurs
activités antibactériennes, appartenant aussi bien aux Chlorophyta (Ulvales et
Codiales) qu'aux Phacophyta (Dictyotales, Laminariales, Fucales) ou Rhodophyta
(Gigartinales et Céramiales). Les algues les mieux étudiées de ce point de vue somi :
parmi les Chlorophyta, Codium fragile, Enteromorpha intestinalis, Ulva lactuca ;
parmi les Phaeophyta, Colpomenia sinuosa, Dictyota dichotoma, Fucus vesiculosus et
Laminaria digitata ; parmi les Rhodophyta, Ceramium rubrum, Hypnea musciformis
et Laurencia obtusa (Tab. 2)

Les propriéiés antifongiques ont ¢été peu recherchées (Tab. 2). Diverses Codiales
et Caulerpales (Chlorophyta), Dictyotales et Fucales (Phaecophyta), Gigartinales,

Bonnemaisoniales et Céramiales (Rhodophyta) en possédent contre des levures
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Candida albicans, Cryptococcus neoformans ou simplement Saccharomyces
cerevisiae, ou bien contre des moisissures Aspergillus glaucus ou niger et aussi des
dermatophytes tels que Microsporum audouini ou Trichophyton mentagrophytes.
Dans la région méditerranéenne, des substances actives contre des parasites de
plantes cultivées (Phoma tracheiphila des agrumes, Fusarium de loeillet ou de la
tomate...) ont ¢1€ mises en évidence chez des Codium ou quelques Rhodophyta
(Caccamese et coll.,, 1981) ou des Dictyotales (Pesando et Caram, 1984 : Moreau et coll.,
1984, 1988).

LA VARIABILITE DE LA PRODUCTION DE PRODUITS ACTIFS

Des divergences entre les résultats de différents auteurs ont posé le probléme
d'une variabilité possible de l'activité antibiotique des algues. Trois causes ont &té
décelées.

La localisation géographique ce qui suggére soit l'influence des conditions
écologiques, soit I'existence d'écotypes, les deux phénoménes ne s'excluant pas. Le
fait est parfaitement illustré dans le tableau 2 par exemple pour Codium fragile ou
Enteromorpha intestinalis. On ne peut toutefois exclure une influence des épiphyies,
spécialement pour Codium, dont la présence et l'abondance varient en fonction des
écosystémes.

La saison en relation avec la physiologie de l'algue. C'est ainsi que Moreau et
coll. (1988) ont montré des périodes de l'année plus intéressantes pour la produc-tion
de substances actives chez certaines Dictyotales. Les thalles fertiles pourraient é&tre

les plus producteurs.

LES MOLE ACTIVES ET LEUR EFFICA THERAPEUTI AGROCHIMI

La diversit€ et l'originalité caractérisent les molécules synthétisées par les
organismes marins et méritent [atiention et des efforts de la part de la Communauté
Scientifique.

En raison de l'obtention plus aisée d'une biomasse importante, les substances
dont 1la structure est bien déterminée appartiennent principalement aux
macrealgues ou l'on retrouve souvent l'acide acrylique, des terpénes, des phénols
et/ ou des tannins (Tab. 3). Certaines espéces chimiques semblent plus spécifiques de
phylums. L'acide acrylique par exemple a été plus fréquemment décrit, peut é&tre est-

ce un hasard, chez les Chlorophyta (Ulvales, Acrosiphoniales, Siphonocladales,
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Codiales), mais on en rencontre aussi chez des Laminariales, Gigartinales et
Céramiales. Les terpénes et tannins pourraient surtout caractériser les Phaeophyta
(Fig. 1), mais aussi les Caulerpes. Les molécules halogénées sont particuliéres aux
Rhodophyta (Tab. 3).

Pour Ies microalgues (Tab. 1), les Cyanophycées et les Dinoflagellés ont été les
plus étudiées 3 cause des phénoménes toxiques dont elles peuvent étre responsables.
En particulier les polyéthers cycliques des Dinophyta tels [l'acide okadaique
(Diarrhetic Shellfish Poisoning) ou la ciguatoxine (ciguatera) sont maintenant bien
connus (Yasumoto, 1990), ainsi que la saxitoxine et les gonyautoxines, dérivés de la
guanine, impliqués dans [I'intoxication "Paralytic Shellfish Poisoning” liée le plus
fréquemment au Gonyaulax tamarensis (Shimizu et coll.,, 1990 ; Cembella et
coll.,1990). Polysaccharides et lipides paraissent plus souvent signalés chez les
microalgues par rapport aux macroalgues (Tab. let 3).

S'il est intéressant & la fois pour chimistes et algologues de connaitre les
spécificités chimiques des différentes algues dont moins de 10% ont été analysées, en
vue d'un développement thérapeutique ou agrochimique, il est nécessaire
d'apprécier rapidement leurs possibilités. Entre autres 1'élimination des substances
les plus dangereuses doit étre envisagée trés précocement. C'est en particulier 1l'objet
des méthodes alternatives in vitro. Celles-ci permeitent de  déterminer des cibles
cellulaires et d'orienter les investigations, mais aussi d'évaluer un niveau de
potentiel toxique par des tests rapides, indicateurs d'un stress toxique. Pour la
recherche de molécules antibiotiques ou antifongiques, la conduite paralléle de tests
d'activité et de toxicité est réalisée a 1'Unité INSERM 303 et aboutit trés t6t a la

détermination d'un indice d'efficacité.
CONCLUSION

Encore peu exploitées, les potentialités des algues en molécules actives sont
intéressantes. Les molécules variées et souvent originales peuvent servir de modéles
pour la synthése de produits actifs, mais également en s'appuyant sur le
développement des biotechnologies de culture, on peut envisager la production de
substances ou d'extraits aussi bien - pour la pharmacie, la cosmétologie, l'agrochimie,
I'aquaculture.

L'attention doit étre attirée sur la variabilité de la présence d'une molécule ou
de sa concentration dans une espéce d'algue. Jouent un rSle des facteurs écologiques,

telle la saison, des facteurs physiologiques comme la période de reproduction ou de
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croissance active, la localisation géographique qui évidemment influence Iles
facteurs précédents, mais a pu aussi provoquer la sélection d'écotypes.

Plusieurs centaines de produits naturels ont été isolés a partir d'algues marines.
Souvent originales, ces molécules présentent la plupart du temps une ou des activités
biologiques ; cependant leur rdle dans la nature est en général peu connu. En tous
cas, il est certain que des ressources nouvelles encore trés insuffisamment exploitées

existent potentiellement chez les algues.
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Figure 1 : Diterpénes antifongiques isolés & partir de Dictyotales et

présents dans Dilophus ligulatus ( N. Bouaicha : comm. personnelie)
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Microalgues

Cyanophyta

Bachyrichia balani
Calothrix brevissima
Chroococcus humicolum
Gomphosphaeria aponina
Hydrocoleus sp.

Lyngbia sp.

Lyngbia sp.
Lyngbia majuscula

Lyngbia lutea

Mastigocoleus testarum
Oscillatoria bonnemaisonni
Rivularia firma
Trichodesmium erythraeum

Rhodophyta

Porphyridium purpureum
Audouinella parvula

Cryptophyta

Cryptomonas sp.
Hemiselmis virescens
Rhodomonas lens
Cryptomonas calceiformis

Dinophyta

Amphidinium carterae

Amphidinium klebsll
Cochlodinium sp.
Gambierdiscus toxicus
Gonlodoma sp.
Gonyaulax tamarensis

I'ableau 1, Microelgues & propriétés antibactériennes et antifongiques

Composé s)

?
Bromophénol
?
Aponine,
Terpénes et carbohydrates

NN

?
Malyngolide-Malyngamide
Acides gras méthoxylés

NN

e B R

-~

Bt R R

Acryloyl-choline

_V

.N
Neurotoxines
Gonlodomine
Goniautoxine, Saxitoxine

Activités
Antibactérienne

+

+ + + + + + 4+ + 4+ o+

+

+ o+ + +

Antifongique

Auteurs

Kobbia & Zaki 1976

Pedersen & Da Silva, 1973
Pande & Gupta, 1977

Moon & Martin, 1981
Ramamurthy, 1970 ; Moikeha &
Chu, 1871 ; Cardllina et al., 1979
Burkholder et al., 1960 :

Aubert et al., 1968

Reichelt & Borowitzka, 1984
Grauer, 1959 ; Welch, 1962

Mynderse & Moore, 1978 ;
Reichelt & Borowitska, 1984
Kobbia & Zaki, 1976
Reicheli & Borowitzka, 1984
Gupta & Shrivastava. 1965
Ramamurthy, 1970

Kellam et al., 1988
Kellam et al., 1988

Duffet al., 1966
Duif et al., 1966
Duff et al,, 1966
Kellam (Pers. Commun)

Duff et al. , 1966 ; Taylor et al.,
1974 ; Reichelt & Borowitzka,
1984 ; Kellam et al., 1988
Kellam et al., 1988

Sharma et al., 1968

Durand, 1984

Sharma et al., 1968

Needler, 1949 ; Burkhoder et
al., 1960 ; Burkholder, 1963
Prakash, 1967
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" Tableau 1 (sulte)"

Microalgues

Gymnodinium breve

Gyrodinium sp.
Prorocentrum micans

Prorocentrum minimum
Protogonyaulax

Zooanthella sp.
Zooanthus

Haptophyta
Coccolithus sp.
Coccolitus pelagicus
Hymenomonas elongata
{Criscosphaera elongata)
Isochrysis sp.
Monochrysis luthert
Ochromonas malhamensis
Ochrosphaera neapolitana
Pavlova gyrans
Phaeocystis pouchetii
Prymnestiwm parvum

Chrysophyta
Amphiprora hyalina
Asterionella japonica

Astertonella notaia
Bacillaria paradoxa
Bacteriasirum elegans
Biddulphia sinensis
Chaetoceros affinis
Chaetoceros breuvis
Chaetoceros curvisetum

Chaetoceros danicus
Chaetoceros didymus

Composé (s)

Toxines lipidiques

?
B dicétone

B dicétone
B dicétone, acide acrylique

Lactones terpéniques
?

Terpéne et carbohydrate
?
-N
nw

Terpénes et carbohydrate
.V
.mv
.Mv

Acide acrylique
Glycolipide et Hpoproteine

?
Acldes gras, glycolipide

~ 2 Rt PR R R VI

Activités
Antibactérienne

?

+ ++++ ++

+

++ 4+ +++ +

+ +

Antifongique
?

Auteurs

Stevers, 1969 ; Martin & Chatterjee,
1970

Sharma et al., 1968

Burkholder et al., 1860 ; Trick
etal., 1981, 1984

Trick et al., 1984

Burkholder et al., 1960 ;

Kodama & Ogata 1983

Sharma et al., 1968

Welch, 1962

Duffet al., 1966
Kellam Pers. Commun.
Kellam Pers. Commun.

Duff et al., 1966

Dulif et al., 1966

Hansen, 1973

Berland et al., 1972

Kellam (Pers, Comumun,)
Sieburth, 1960

Duffet al., 1966 ; Aubert et al.,
1968 ; Paster, 1973

Kellam (Pers. Commun.)

Aubert et al,, 1968 ; Pesando et

al., 1979a ; Pesando, 1985 ;

Viso et al., 1987

Gauthier, 1969, Pesando et al., 1979a
Gauthier, 1980

Aubert et al., 1968

Gauthler, 1980

Berland et al., 1972 ; Gauthier, 1980
Pesando, 1985 ; Viso et al., 1987
Berland et al., 1972 : Gauthier:1980:
Pesando, 1985 ; Viso et al., 1987
Pesando, 1985 ; Viso et al,, 1987
Pesando, 1985 ; Viso et al., 1987
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"Tableau 1. (sulte)"

Microalgues

Chaetoceros lauderi

Chaetoceros peruvianum

Chaetoceros protuberans
Chaetoceros pseudocurvisetum

Chaetoceros simplex

Coscinodiscus gigas
Cyclotella nana

Fragilaria pinnata

Guinardinia flaccida
Gyrosigma fasciola
Gyrosigma spencterl
Leptocylindrus danicus
Licmophora abbreviata
Lithodesmium undulatum
Nannochloris sp.
Nannochloris sp.
Nannochloris maculata
Nannochloris oculata
Navicula sp.

Navicula delognel
Navicula laevissima
Nitzschia sp.

Nitzschia acicularis
Nitzschia closterium
Nitzschia longisstma
Nitzschia seriata
Phaeodactylum tricomutum

Pleurosigma sp.
Rhizosolenia alata
Rhizosolenia stolterfothil

Composé (s)

Polysaccharide

Chlorophyllides
?

?

?

?
Acides gras

.._U
n_v
.W

Activités
Antibactérienne

+

++++F++FF++F O+

-+

+ +

Antifongique

+

Auteurs

Aubert & Gauthier, 1966 ;

Gueho et al. 1977 : Gauthier et al. ,
1978

Pesando et al., 1979a, 1979b ;

Viso et al., 1987

Pesando et al., 1979a ; Viso et al.,
1987

Pesando 1985 ; Viso et al.. 1987
Pesando et al., 1979a ; Viso et al.,
1987

Pesando et al., 1979a ; Viso et al.,
1987

Gauthier, 1980

Duff et al., 1966 ; Antia & Kalmakofl,
1965

Berland et al., 1972 ; Pesando et al.
1979a ; Viso et al., 1987

Gauthler, 1980

Pesando et al., 1979a

Gauthier 1980, Kellam (Pers. Commun.)
Aubert et al., 1968

Aubert et al., 1968

Aubert et al., 1968

Halvorson et al., 1984

Kellam et al 1988

Kellam (Pers. Commun.)

Kellam (Pers. Commun.)

Relchelt & Borowlizka, 1984
Findlay & Patil, 1984

Fabregas & Veiga, 1984

Jorgensen. 1962

Aubert et al., 1968

Viso et al., 1987

Aubert et al., 1968

Aubert et al., 1968

Cooper et al., 1983 ; Kellam

(Pers. Commun,)

Gauthier, 1980

Aubert et al.. 1968

Gauthier, 1980
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"Tableau 1. {suite)"

Microalgues

Thalassiosira decipiens
Thalassiosira pseudonana
Thalassiosira sp.
Thalasslothrix frauenfeldit
Skeletonema costatum

Syncrypta glomerifera

Phaeophyta
Streblonema sp.

Chlorophyta
Ankistrodesmus marinus
Brachiomonas submarina
Chlamydomonas plethora
Chiamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas vectensis
Chlorella stigmatophora
Chlorella sp. indet.
Dunaliella tertiolecta
Pandorina morum
Protosyphon botryoides
Stichococcus mirabilis
Tetraselmis chul
Tetraselmis convoluiae
Tetraselmis hazent
Tetraselmis empelagicus
Tetraselmis marina
Tetraselmis striata
Tetraselmis suecica
Tetraselmis tetrathale

Composé {s)

Acides gras
Acldes gras

\N

?
Acide acrylique

Acides gras

R RN L IR

Acides gras
Acldes gras

L e IS R L S L R

Actlvités
Antibactérienne

+ +++++

+++++F+++HFEF

Antifongique

Auteurs

Steeman-Nlielsen, 1955
Steeman-Nielsen, 1955
Pesando et al., 1979a
Aubert et al., 1968

Sieburth, 1964 ; Ackman et al.,

1968 ; Pesando et al,, 1979a ;
Kogure et al., 1979,
Kellam et al., 1988

Kellam (Pers. Commun.)

Kellam et al.. 1988

Kellam et al., 1988
Kellam et al., 1988
Mauiner et al.. 1853
Kellam (Pers. Commun.)
Kellam (Pers. Commun.}
Kellam (Pers. Commun.}
Baker, 1984

Harris, 1973

Harder & Opperman, 1953
Harder & Opperman, 1953
Kellam (Pers. Commun.)
Kellam (Pers. Commmun.)
Kellam (Pers. Commun.)
Kellam (Pers, Commun.)
Kellam (Pers. Commun,)
Kellam (Pers. Commun.)
Kellam (Pers. Commun.)
Kellam et al., 1988
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Tableau 2. Comparaison des activités antimicrobiennes des algues les plus fréquemment testées

Algues

Chiorophyta
Codium fragile

Enteromorpha intestinalis

Ulva lactuca

Localités

Atlantique (France}
Baltique (Allemagne
Méditerranée (France}
Mer du Nord
(Angleterre)

Pacifique {Japon)
Pacifique {Australie)

Baltique (Allemagne)
QOcéan Indien (Inde)
Océan Indien (Inde)
Méditerranée (Egypte)
Mer du Nord (Allemagne)
Mer du Nord
(Angleterre)

Pacifique (Chilf)
Pacifique (Chili]
Pacifique {Chine)
Pacifique( Chili)

Adriatique (Italie)
Atlantique( Puerto Rico)

Baltique (Allemagne)
Mer du Nord {Allemagne)
Pacifique (Chili)
Pacifique (Chili)
Atlantique (France)

Saison (s)

?
Automne
Automne

maximum d'activité an

Printemps
Hiver
?

?
Hiver

?

.‘_v
Printemps

toutes saisons
Hiver

Eté

?

Hiver

Printemps, Eté
.V

?
Printemps
Hiver, Eté
Hiver

?

+
non testée

+
non testée
+

non testée

.+.
non testée

R R

E. coll

non festée
non testée
+

non testée

non festée

..—.
+
+
non testée
+

Activité antibactérienne Actlvité antifongique
8, aureus

non testée

non testée
non testée

+
non testée

non testée

non testée
non testée

non testée
non testée

non testé

non testée
non testée
non testée
non testée

Auteurs

Biard, 1980
Glombitza, 1970
Pesando & Caram, 1984

Homsey & Hide, 1974
Kamimoto, 1955
Reichelt & Borowitzka,
1984

Bocker & Thrum. 1966
Nagvietal., 1980

Rao & Parekh, 1981
Khaleafa et al.. 1975
Glombitza, 1969 ; 1970

Hornsey & Hide, 1974
Maurer, 1965

Ma & Tang, 1984
Henriquez et al., 1979

Fassina & Bertl, 1962

Welch, 1962

Roos, 1957

Glombitza, 1969 ; 1970
Maurer, 1965

Henriquez et al., 1979
Biard, 1980
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"Tableau 2. (suite)”

Algues

Phaeophyta

Colpomenia sinuosa

Dictyota dichotoma

Laminaria digitata

Localités

Méditerranée (Egypte)
Méditerranée {France)
Meéditerranée {Sicile)

Pacifique (Chili)
Pacifique (Chill)
Pacifique (Hawai)

Atlantique (France)
Adriatque (Italle)
Méditerranée (Egypte)
Méditerranée (France)
Méditerranée (Sicile)

Mer du Nord (Angleterre)
Pacifique (Australie)

Océan Indien (Inde)

Atlantique (France)
Baltique (Allemagne)

Mer du Nord (Allemagne)

Mer du Nord (Angleterre}
Mer du Nord (Angleterre)

Mer du Nord (Suéde)

Salson(s)

toutes salsons
Eté
Eté

Eté
Ete
Eté

.V

Printemps, Eté
toutes salsons
Printemps, Eté
Ete

Actif en Eté
?

aw

?

?

Printemps
Printemps
toutes salsons

?

Activité antibactérienne
8. aureus E. coll
non testée non testée
non testée -
+ +
+ non testée
+ -
non testée non testée

non testée

+
+

+ + + +

+

+
+

non testée

+ i + 1

Actlvité antifongique

non testée
non testée
non testée

+
+

non testée
+

non testée

+

non testée
non testée
non testée
non testée

non testée

Auteurs

Khaleafa et al,, 1975
Pesando & Caram, 1984
Caccamese & Azzolina,
1979 :

Maurer, 1965

Henriquez et al., 1979
Starr et al., 1962

Biard et al., 1980
Fassina & Berti, 1962
Khaleafa et al., 1975
Pesando & Caram, 1984
Caccamese & Azzolina,
1979

Homsey & Hide, 1974
Reichelt & Borowitzka,
1984

Rac & Parekh, 1981

Blard et al., 1980

Roos, 1957

Glombitza, 1969
Chesters & Stott, 1956
Hornsey & Hide, 1974 ;
1976

Andersson et al., 1983
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"Tableau 2 (suite)"

Algues

Fucus vesiculosus

Rhodeophyta

Ceramium rubrum

Hypnea musciforiis

Laurencia obtusa

Localités

Atlantique {France)
Baltique (Allemagne)
Baltique (Allemnagne)
Mer du Nord (Allemagne)
Mer du Nord (Angleterre)

Atlantique {France)
Baltique (Allemagne)

QOcéan Indien {Inde)
Méditerranée (Sicile)

Mer du Nord (Allemagne)
Mer du Nord (Allemagne)
Mer du Nord (Angleterre)
Pacifique {Chili)

Adriatique (Italle

Océan Indien (inde)
Océan Indien (Inde)
Océan Indien {Inde)

Méditerranée (Egypte
Méditerranée (France)

Atlantique {(Puerto Rico)
Atlantique( Puerto Rico)
Atlantique( Puerto Rico)
Atlantique( Puerto Rico)
Atlantique (Puerto Rico)
Mediterranée (France)
Mediterranée (Sicile)

Mer du Nord (Angleterre)

Saison (s)

?
?
?
Printemps
Printemps

toutes salsons
Eté

Printemps

?

toutes saisons
Printemps

Printemps
Hiver

\-V

?

?
Printemps

Eté

Hiver

Eté

?

.V -
Printemps
Eté

toutes saisons

Activité antibactérienne Activité antifongique

8. aureus

LI e

+

non testée

non testée

+

non tesiée
+
+

non testée

E. coli

non testée

non testée

non testée

non testée

+
non testé
+

-+

non testée

+

non testée
non testée

non testée

non testée

non testée

+

non testée

-+

non testée

+

+

non testée

Auteurs

Biard et al., 1980

Roos, 1957

Bocker & Thrum, 1269
Glombitza, 1969
Chesters & Stott, 1956 ;
Hornsey & Hide, 1974

Biard, 1980

Roos, 1957 : Bocker &
Thrum, 1966

Rao & Parekh, 1981
Caccamese & Azzolina,
1979

Glombitza, 1969
Glombitza, 1970
Hornsey & Hide, 1974
Henriquez et al., 1979

Fassina & Berti, 1962
Nagvl et al,, 1980

Rao & Parekh, 1981
Padmakumar &
Ayyakkannu. ,1986
Khaleafa et al,, 1975
Pesando & Caram, 1984

Burkholder et al., 1960

Welch, 1962
Almodovar, 1964
Olesen et al,, 1964
Pesando & Caram, 1984
Caccamese & Azzolina,
1979

Caccamese et al., 1981
Hornsey & Hide, 1974.

122




Phylum
order
espéces

Plocamium cartilagineum

Plocamium costatum

Plocamium mertensi

Plocamium vulgare
Cryptonemiales

Amphiroa zonata

Corallina pilufera

Marginisporum aberrans

Bonnemaisoniales
Asparagopsis armata
Asparagopsis taxiformis
Bonnemaisonia hamifera
Delisea fimbriata
Ptilonia magellanica

Ceramiales
Chondria opposicloda

Composé (s)

Monoterpénes polyhalogenés
Composé isoprénique
Composé isoprénique
Composé isoprénique

Acide acrylique

Laurintérol et iso laurintérol
Laurintérol et iso laurintérol
p hydroxy benzaldéhyde

+ 3.5-dinitroguaiacol
Laurintérol et iso laurintérol

Cétone halogénée

Cétone halogénée
Tetrabromoheptanones
Fimbrolides

Acétoxy 4 dibromo 1 heptanol

Cycloeudesmol

+ 4+ ++

++ + +

Activités
Antibactérienne Antifongique

++ + +

++ +

Auteurs

Stierle and Sims, 1979
Reichelt and Borowitzka, 1984
Reichelt and Borowitzka, 1984
Baker, 1984 :
Glombitza, 1970

Ohta and Takagi, 1977b
Ohta and Takagi, 1977b
Ohta and Takagi, 1977b

Ohta and Takagi, 1977b

Codomier et al.,, 1977
Codomier et al., 1977

Siuda et al., 1975

Reichelt and Borowitzka, 1984
Nicod et al., 1987
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Tablean 3 : Composés antimicrobiens isolés des macroalgues marines.

Phylum

ordre

espices

Chlorophyta

Ulvales
Enteromorpha linza
Monostroma undulatum
Ulva lactuca
Acrosiphoniales
Acrosiphonta arcta
Acrosiphonta sonderi

Siphonocladales
Cladophora rupestri
Codtales
Avrainvillea nigricans
Codiumn fragile
Dasycladales
Cymopolia barbata
Caulerpales
Halimeda copiosa
Halimeda cylindracea
Haltmeda discoldea
Halimeda gigas
Halimeda incrassata
Halimeda macroloba
Halimeda manile
Halimeda opuntia
Halimeda scabra
Halimeda simulans
Halimeda tuna
Udotea conglutinata
Udotea cyathiformis
Udotea flabellatum

Phaeophyta

Scytosiphonales
Scytosiphon lomeniaria
Dictyotales
Dictyopteris zonarioides
Dictyota sp.
Dictyota crenulaia
Dictyota dichotoma

Lobophora papenfussi

Composé (s)

Acide acrylique
Acide acrylique
Acide acrylique

Aclde acryligue
Acide acrylique

Acide acrylique

5'hydroxy iso avrainvilleol
Acide acrylique

Sarganine

Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Diterpéne
Flésiline
Adéldéhyde
Diterpéne

Acide acryligue

Zonarel and iso Zonarel
Dolabellane diterpénoides
Dictyodiol

Diterpéne alcool

Dictyol F and éptdyctyol F
Lipide phénoiique

Activités
Antibactérienne Antifongique

+ +
+

+
+

R I I e it e S
++F+++F A+

+

+

++ + +
+

Aunteurs

Glombitza, 1970
Glombitza, 1970
Glombitza, 1970

Glombitza, 1970
Glombiiza, 1970

Glombitza, 1970

Colon et al., 1987
Glombitza, 1970

Martinez-Nadal et al., 1966

Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984
Fenical & Paul, 1984

Glombitza, 1970

Fenical et al., 1973
Tringall et al., 1986
Finer et al.. 1979
Enoki et al., 1983

Gerwick & Fernical, 1982
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"Tableau 3.(suite)"
Phylum
ordre

espdees

Pachydicfyon coriaceum

Zonaria farlowil

Zonaria diesingiana
Laminariales

Laminaria digitata

Laminaria hyperborea

Laminaria saccharina
Fucales

Cystoseira elegans

Fucus serratus
Fucus vesiculosus

Himanthalia elongata
Pelvetia canaliculata

Rhodophyta

Gelidiales
Beckerella subcostata

Gigartinales
Chondrus crispus
Cystochlonium purpureum
Plocamium angusium
Plocamium cartilagineum

Plocamium costatum

Plocamium mertensi

Plocamium vulgare
Cryptonémiales

Amphiroa zonata

Corallina pllufera

Marginisporum aberrans

Bonnemaisoniales
Asparagopsis armata
Asparagopsis taxiformis
Bonnematsonia hamifera
Delisea fimbriata
Ptilonia magellanica

Céramiales
Chondria opposicloda

Composé (s)

Pachydictyol A
Lipide phénolique
Lipide phénolique

Acide acryligque
Aclde acrylique
Acide acrylique

Eléganolone
Diterpénoildes
Aclde acrylique
Phlorotannins

Phlorotannins
Phlorotannins

Bromo et Chloro beckerellides

Aclde acrylique

Aclde acrylique

Composé isoprénique
Monoterpénes polyhalogenés
Composé isoprénique
Composé isoprénique
Composé isoprénique

Aclde acrylique

Laurintérol et iso laurintérol
Laurintérol et iso laurintérol
p hydroxy benzaldéhyde

+ 3.5-dinitroguaiacol
Laurintérol et iso laurintérol

Cétone halogénée

Cétone halogénée
Tetrabromoheptanones
Fimnbrolides

Acétoxy 4 dibromo 1 heptanol

Cycloeudesmeol

++

+ o+ o+

+ +

+++++ + o+ o+ F++ o+t

+

Antibacterienne Antifongique

++ + + +

+ +

Hirschfeld et al., 1973
Gerwick & Fendcal, 1982
Gerwick & Fenieal, 1982

Glombitza, 1970
Glombitza, 1970
Glombitza, 1970

Caccamese & Azzolina, 1979
Banaigs et al, 1983
Glombitza, 1970

Glombitza, & Lentz 1981
Grosse -Damhues et al.. 1983
Glombitza & Klapperich, 1985

Ohta, 1977

G lombitza, 1970

Glombitza, 1970

Reichelt and Borowitzka, 1984
Stierle and Sims, 1979
Reichelt and Borowlizka, 1984
Reichelt and Borowltzka, 1984
Baker, 1984

Glombitza, 1970

Ohta and Takagl, 1977b
Ohta and Takagl, 1977b
Ohta and Takagl, 1977b

Ohta and Takagt, 1977b

Codomier etal, 1977
Codomlier etal, 1977

Siuda etal., 1975

Reichelt and Borowitzka, 1984
Nicod et al., 1987

Fenical, 1974
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“Tableau 3.{suite)"

Phvlum Composé (s) Activités Anteurs
ordre Antibacterienne Antifongique

espdces
Chondria californica Polysulfures + Wratten and Faulkner, 1976
Dasya pedicellata p.-hydroxybenzaldehyde + + Fenical and McConnel, 1976
Delesseria sanguinea Acide acrylique + Glombitza, 1970
Laurencia brongniartii Bromoindole + + Carter eial, 1978
Laurencia filiformis Lauréne + + Baker, 1984
Laurencia heterocladia Laureéne + + Baker, 1984
Laurencta nidifica Laurintérol + Waraszklewicz and Erickson, 1974
Laurencia obtusa Laurencyénine + Caccamese et al, 1980
Laurencia subopposita 7 hydroxy lauréne + Wratten and Faulkner, 1977
Polysiphonia urceolata Aclde acrylique + Glombitza, 1970
Rhodomela confervoides Aclde acrylique + Glombitza, 1970
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UTILISATION DES SUBSTANCES NATURELLES MARINES

Lionel CHEVOLOT, CNRS.

Laboratoire de Biologie Marine. Université de Nantes
2 rue de la Houssiniére 44072 NANTES.

- Jusqu’a présent, relativement peu de substances naturelles extraites d’organismes
marins sont réellement utilisées. Cette situation est le résultat d’'une exploration tardive
du milieu marin qui reste, malgre les progrés récents, difficile d’acces. De plus, pendant
longtemps, les seules études menées 'ont été en vue d’une utilisation en médecine
humaine, ce qui limite de beaucoup le champ des applications potentielles qui sont
beaucoup plus nombreuses. _

Je souhaite qu'au fil des differents "Colloques de Biotechnologies Marines" soient
passés en revue les differents domaines ou les molécules marines sont suscepibles de
connaitre des développements futurs. Présentement, quatre comminications sont faites
faisant le point sur les antibiotiques, les anticancéreux et les antioxidants.
Historiquement la recherche des deux premiers types d’activité est la plus ancienne et a
fait 'objet du plus de travaux, le bilan est maintenant significatif et mérite d’étre
présenté. Il existe une demande forte de la part des industries agro-alimentaires et
cosmétiques pour des antioxydants naturels ce qui fait du toisiéme exposé un sujet
d’actualité,
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RESUME

Des extraits de 7 espéces d’algues alimentaires sont
préparés et incorporés séparement dans une huile de tournesol
commerciale. Leurs propriétés antioxydantes sont évaluées en
suivant 1l’évolution de 1'indice de peroxyde de cette huile.

Une étude cinétique détaillée de l’oxydation induite par
1’AIBN de linoléate de méthyle en solution dans l’'heptanol et de
son inhibition par deux extraits d’algues est ensuite décrite.
Aux concentrations égales ou supérieures a 1% du substrat, ces
extraits présentent des périocdes d’inhibition relativement
longues, mais une efficacité trés faible.

Par contre, lorsqu’ils sont associés a la vitamine E
(ex-tocophérol), ils agissent en synergie avec elle, l'effet de
synergie augmentant avec la concentration initiale en vitamine E.
Pendant la période d’inhibition, 1l’efficacité est celle de la
vitamine E, y compris pendant l’extension due a 1l’effet de
synergie.

Mcts - clés

algues - antioxydant - oxydation - synergie - vitamine E -
Linoléate de méthyle - huile de tournesol - docosahexaenoate
d'éthyle - eicosapentaeéncate d’éthyle.
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INTRODUCTION

L'oxydation lente des acides gras polyinsaturés présente de
nombreux inconvénients, tant dans le domaine alimentaire par le
rancissement des lipides [1-3] qu’en biologie ol elle induit des
modi?ications du métabolisme et le vieillissement cellulaire
[4,5].

Pour des températures inférieures a 100°C, cette oxydation
reléeve d’un mécanisme radicalaire en chaine qui implique
géneralement les processus suivants [1,6-12]

RH + O, W, Sens ROOH (1)
Initiation ou lipoxygenase
RH initiftteur N R. (_;L_’ )
thermique
k2
R. + 0O, ——k—a RO, (2)(=2)
-2
k3
ROa. + RH _— ROCH + R. (3)
ROOH _— RO. + HO. . (3')
Propagation ou
ROOH + RH —_— RO. + R. + HO (3")
QU
2 ROOH i3 ROZ. + RO. + H;J (3"")
k4
R. + R. —— produits (4)
x
Terminaison RO,. + R. —_—3 produits (5)
Kk
2RO, . SN produits + O, (8)
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La réaction peut étre amorcée soit par voie
photochimique,souvent en présence d’un photosensibilisateur, soit
par voie enzymatique, soit par dJdécompositicon thermique d’un
initiateur.

Les radicaux alkyles R. obtenus sont extrémement réactifs

vis & vis de 1'oxygéne (k2 =107 - 10° M'. st [7]), conduisant
aux radicaux peroxy qui propagent la chaine par le processus (3).

L'’hydroperoxyde formé peut également réamorcer la chaine aprés
décomposition en espéces réactives ROO., RO. et HO.
Les terminaisons de chaines se font principalement par

couplage de radicaux.

T i T —— i S T — e S S - —

En présence d’un inhibiteur InH, si l'on admet que celui-ci
ne s‘oxyde pas, le schéma cinétique s’enrichit des étapes
élémentaires suivantes

RO,. + InH --—k-—-> ROOH + In. (2)(-17)
A. + InH ————:19 AH + In. (77}
AOz. + InHE — AOZH + In. (2"}
R. + InH -£E—a RH + In. (8)(-8)
R02. + In. -—;f—e produits (In OOR) {3)
RE. + In. —— produits {10}
In. + In. —_— produits (11}

Les antioxydants peuvent retarder l’oxydation des lipides par
différents mécanismes

mécanisme 1 : par réacticn avec les radicaux peroxy selon les

processus (7) et (9). Il s’agit habituellement de phénols
(BEA,BHT, TBHQ, tocophérols, gallates...) ou d’amines aromatiques.

mécanisme_2 : par réaction avec les radicaux alkyles selon les

processus (8) et (10). Ces inhibiteurs, tels que les quinones et
méthylénequinones sont actifs gquand la [02] est faible dans le

milieu.

mécanisme 3 : par réaction avec l‘oxygene. Les plus connus de ces

antioxydants sont la vitamine C et ses dérivés.
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mécanimse 4 : par décomposition des hydroperoxydes sans

régénération de radicaux libres (suppression des processus (31),
(3'') et (3'7') ) : acide thiodipropanoigque, thiophosphates,...

p . . . . . 2
mécanisme 5 : par complexation des ions métalliques tels que Fe*’,

cu®’,.... En effet, ces ions métalliques catalysent 1la
décomposition des hydroperoxydes [12]

ROOH + M™ ——— RO. + OH  + M™P* (12)
ROOH + M™P* S ROO. + H® + M (13)
On remarque que les ions métalliques sont actifs quelque soit
leur degré d’oxydation, si bien gque des traces suffisent & générer

des radicaux et amorcer la réaction en chaine.
Des agents complexants tels que 1l'acide citrique ou

1'E.D.T.A. détruisent 1l’activité catalytigque de <ces ions
métalliques

mécanisme 6 : par réaction enzymatique. Ces antioxydants
consomment 1’'oxygéne présent (ex : la glucose oxydase) ou

détruisent l’anion superoxyde 0;' (ex : la superoxyde dismutase).

Les molécules de synthese (BHA, BHT, esters de 1l'acide
gallique,...) sont couramment utilisées dans 1'industrie
alimentaire du fait de leur grande efficacité et de leurs prix
trés bas, mais les risques potentiels de toxicité qu’entraine leur
ingestion ne sont pas toujours bien connus [12,13].

Les deux principaux antioxydants d’origine naturelle
actuellement utilisés sont les tocophérols {(mélanges &’isomeres o,
¥ et 8) et la vitamine C.

On peut également mentionner les extraits de soja et de
romarin [12].

Il existe par ailleurs un nombre incalculable de travaux
rapportant les propriétés antioxydantes de substances naturelles.
Celles~ci sont généralement des dérivés polyhydroxylés de
flavones, de chalcones, ou des acides phénoliques [12,14].

Curieusement le pouvoir antioxydant d’extraits d’algues
alimentaires a été peu étudié [15-~23]. La plupart des travaux
se rapportent & des algues des cdtes japonaises.

Parmi 21 espéces d'algues étudiées par KANEDA et coll.[16],
12 (60 %) présentaient un pouvoir antioxydant plus ou moins
puissant.

Les principes actifs identifiés étaient soit des
phospholipides extraits de Porphyra tenera [15] et de Eisenia
bicyclis [16], soit des monophénols et ortho-diphénols substitués
extraits de Polysiphonia urceclata [17-18]. Les tentatives pour
isoler les principes actifs de Undaria pinnatifida n’aboutissaient
pas et les auteurs concluaient & un effet probable de synergie
entre plusieurs substances [16].
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Dernierement OYAIZU [21] estimait que l’activité antioxydante
de certains extraits d’algues provenait des pigments lipophiles et
NISHIBORI et coll. [19,20] ijidentifiaient dans un extrait d’aocnori
la phéophytine a comme antioxydant le plus actif.

Dans notre laboratoire nous nous sommes intéressés aux algues
alimentaires des cdtes frangaises.,

RESULTATS ET DISCUSSION

Sept espéces d’'algues alimentaires commerciales étaient
testées : 3 algues brunes (Himanthalia élongata, Laminaria
digitata, Undaria pinnatifida), 2 algues vertes (Ulva lactuca,
Entéromorpha) et 2 algues rouges (Porphyra sauvage, Rhodymenia
palmata).

Tous les extraits obtenus é&taient d’un vert noirdtre. Les
rendements d'extraction sont consignés dans le tableau I.

Dans un premier temps, nous avons mesuré l'évolution de
1’indice de peroxyde [24] d’'une huile de tournesol commerciale a
75°C en présence des extraits. La figure 1 illustre cette
évolution et le tableau I présente les pouveirs antioxydants des
différents extraits testés et du BHT. Le facteur de protection FP_

est défini par 1l’équation FP = T_/ T;. Dans cette équation, T est

le temps mis par 1'échantillon pour atteindre un indice de
peroxyde de valeur n (még/Kg), et T est le T du témoin.

La plupart des extraits étaient testés a la concentration de
1 % identique & celle choisie par FUJIMOTO et coll. [16-18]. Cette
valeur est élevée, comparée a la concentration de 500 mg/kg
utilisée pour le BHT (la législation toleére habituellement 0-100
ou 0-200 mg/Rg pour les antioxydants de synthese). Il faut
cependant noter que les extraits d’algues ne sont évidemment pas
des substances chimiquement pures et que seuls gquelgques
constituants peuvent présenter une action antioxygéne.

Les extraits d’Fimanthalia élongata et Laminaria digitata
présentaient les meilleurs facteurs de protection a 75°C, et plus
particuliérement au départ ou FP_ était supérieur a 4.

I1 semblait donc bien gque des antioxydants pouvaient &tre
isolés de ces deux extraits.

Pour obtenir une meilleure reproductibilité des résultats,
nous avons dans un deuxiéme temps, mesuré les pouvoirs
antioxydants de ces deux extraits dans un systéme modéle [11].

L'oxydation du 1linocléate de méthyle RH en solution dans
1’heptanol est amorcée par la décomposition thermique de 1'AIBN
(2,2’ - Azo-bis-iso-butyronitrile).
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A~-N=N-A a——3  2e¢ A, + (l-e)A_ + N (d4)
(initlateur) 2 2
A. + 0 ———  AO_. (x)
Initiaticn 2 2 ‘ ‘
AO,. + RH —> AQ_H + R. (1)
A. + RH ———s  AH + R. (1)

Cette technique permet de connaitre la vitesse d’initiation
R, [25-27]

R, 2e kd[AIBN]o exp(ﬂkd.t) (I)

ou [AIBN]O est la concentration initiale en amorceur.

En absence d’inhibiteur, on observe une absorption réguliere
7 ~ -
d’oxygene Rmf. :
dlo_]
- —-—-d2 =R __=k (2k)"R
t

172

12 [RH] (11)

La présence d’'un antioxydant réduit la vitesse d'absorption

d’oxygene R, . pendant la péricde d'inhibition to .

k. R, [RH]
= (III)
£ k7 [InH]

inh

Le coefficient stoechiométrique d’inhibition f représente le
nombre de chaines terminées par une molécule d’'inhibiteur entrant
dans la réaction (7).

Lorsque la période d’inhibition t, est écoulée, la vitesse

nh

de propagation Rp devient sensiblement égale & R __

Pour situer t , nous avons choisi la méthode graphigue
proposée par TSEPALOV et coll. [28, et 11].

Nous avons examiné successivement l'influence des
concentrations initiales des extraits d’Himanthalia élongata et de
Laminaria digitata sur les peéricdes d’inhibition o et sur les

vitesses initiales de consommation d‘oxygéne R . dans 1’heptanol,

sous 500 torr d’oxygéne, & 60°C. Les résultats expérimentaux sont
rassemblés dans le tableau II.
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L’effet inhibiteur est nettement visible a la concentration
de 1 % du substrat et augmente ensuite avec [InI—I]O (fig. 2 et 3).

Cependant 1l’efficacité des extraits n’est pas comparable a
celle de la vitamine E, 1la consommation d’oxygene restant
importante pendant la période d’inhibition. :

Nous avons tracé les rapports d’inhibition R /R __en

fonction du rapport [InH}o / {RH]o pour le BHT, la vitamine E (TH)
et nos deux extraits (fig. 4). Les concentrations [InH]O et [RH]
[+]

sont exprigées en g/l. Ce graphe illustre bien 1la différence
d’efficacité au départ entre les extraits bruts d’une part et les
deux substances pures d’autre part.

En admettant k, = 189 M '.s"' & 60°C dans 1’heptanol [29,30],

17ég. (III) nous donne ( [RH] en mole.L™' et [INH] en g.Ld):

pour la vitamine E : £k = 182000 g . litre.s™
pour le BHT : fk = 37250 gl litre.s™!
pour Laminaria digitata : tk, = 440 g '.litre.s™
pour Himanthalia élongata : fk, = 300 g '.litre.s™

Ces deux derniéres valeurs sont calculées & partir des
résultats obtenus & la concentration de 1 % du substrat. Cette
valeur a été choisie car le rapport d’inhibition enregistre une
chute sensible entre 0 et 1 % d'inhibiteur (cf. fig.4).

Une autre caractéristique du pouvoir antioxydant est la durée
d'inhibition t . Pour la déterminer avec précision, il faut une

cassure nette dans le tracé de la courbe d’absorption d4d’'oxygene
(Rp >> an)’ ce qui n'est pas le cas lorsque les cinétiques sont

réalisées en présence des extraits de L. digitata ou H. élongata.

D'autre part, & la fin de la période d'inhibition la courbe
devient généralement paralléle & celle du témoin traduisant des

vitesses de consommation d’oxygéne égales ( Rp = R _, comme pour

la courbe correspondant & la vitamine E sur les fig. 2 et 3). Or
si c’est pratiquement le cas en présence de nos extraits a la
concentration de 1 % du substrat, on n’observe plus un tel
parallélisme & la concentration de 3 $. En présence d’extraits de
Laminaria digitata la période d’inhibition est évaluée & 3060 s &
60°C mais la vitesse de consommation d’oxygéne aprés cette période
ne représente que 60 % de celle du témoin. En présence
d’Himanthalia élongata, ces valeurs sont de 1500 s et 52 $%. Les
valeurs de tlnh rapportées dans le tableau II sont donc sans doute

sous—évaluées pour des concentrations en extraits égales & 3 % du
substrat.
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La figure 5 présente les courbes de disparition, mesurée par
CPG, du linoléate de méthyle & la température de 60°C, en présence
ou non d'extrait de Laminaria digitata (0 ou 3 % du substrat). Par
cette méthode, 1la durée de la réaction peut &tre nettement
prolongée. Or on remarque bien que méme apres 8 heures
d'expérimentation les deux courbes ne sont pas paralléles : 1la
vitesse de consommation du substrat est réduite en présence de
l’extrait d’algue.

Les deux extraits testés présentent donc une action
antioxydante aux concentrations égales ou supérieures a 1 % du
substrat. L’effet inhibiteur augmente ensuite avec [InH]o, mais

cette augmentation se traduit surtout par une prolongation de la
période d’inhibition plutdt que par une amélioration de
l'efficacité qui reste faible.

Si l’on fait le rapport des valeurs du produit fkT, les

extraits d’algues semblent disposer d’une efficacité égale
a ~0,2 % de celle de la vitamine E.

Cependant, les Fig. 2 et 3 montrent clairement gue les
extraits d’algues ajoutés & raison de 3 % du substrat inhibent
aussi bien l’oxydation du linoléate de méthyle que la vitamine E
utilisée & 0,06 %, ce qui situe le pouvoir antioxydant des
extraits & 2 % de celui de la vitamine E. Les deux résultats qui
différent d’un facteur 10, ne sont pas incompatibles puisque le
dernier intégre la plus longue durée d’inhibition assurée par les
extraits d’algues.

Quoiqu’il en soit, ces valeurs ne confirmaient pas 1les
resultats obtenus par la mesure de 1l’indice de peroxyde dans notre
premiére étude.

Aussi nous avons repris le travail réalisé dans le systéme
modéle en wutilisant comme substrat une huile de tournesol
commerciale au lieu du lincléate de méthyle de qualité pour
analyse.

Nous avons examiné successivement l’influence des
concentrations initiales des deux extraits 4’ algues sur les
periodes d’inhibition t1nh et sur les vitesses initiales de

consommation d’oxygéne R . dans 1l'heptanol, sous 500 torr
d’oxygéne & 60°C et 75°C.

L'’huile de tournesol contenait naturellement 430 mg/Kg de
tocopherols ce qul, compte tenu de la concentration en substrat
utilisée dans 1’expérimentation, portait a 2,7.10'M 1la
concentration en vitamine E dans le milieu reactionnel.

Les fig. 6 2 9 montrent que l'’effet inhibiteur apparait aux
concentrations en extraits d’algues égales ou supérieures a 1 %
d’huile. Il se traduit par une augmentation de t o

Pendant la période d’lnhlbltlon, la vitesse de consommation
d’oxygene R est sensiblement la mé€me quelle gque soit [Algues]

Le melange v1tam1ne E + extraits d’'algues conserve donc la meme
efficacité que la vitamine E seule, et la période d‘inhibition
augmente avec [Algues]o
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Nous avons réalisé la méme expérimentation & 60°C en
utilisant 1’ACTIVEPA 50 E comme substrat.

L'ACTIVEPA 50 E est un mélange d’esters éthyliques préparés a
partir d'huile de poisson enrichie en acides eicosapentaénoigue
(EPA) et docosahexaénolique (DHA). Il est stabilisé par l’addition
d'a - tocophérol évaluée dans notre cas a 385 mg/Kg [31] ce qui,
compte tenu de la concentration en substrat utilisée dans
l'expérimentation, situait la concentration en vitamine E &
1,8 . 107" M dans le milieu réactionnel.

L'effet inhibiteur des extraits d’algues apparait a la
concentration de 0,5 % du substrat et est tres sensible a 1 %

(fig. 10 et 11). Il se traduit par une augmentation de t ., et le

mélange vitamine E + extraits d’algues conserve la méme efficacité
gue la vitamine E seule, confirmant en cela les resultats obtenus
avec l’'huile de tournesol.

Finalement nous avons cherché s'il existait un effet de
synergie entre les propriétés antioxydantes des extraits et celles
de la vitamine E.

L'oxydation induite par 1’AIBN du linoléate de méthyle en
présence de mélanges TH,LD et TH,HE a été étudiée & 60°C sous 500
torr d'oxygene.

Nous avons déterminé l'influence des concentrations initiales
[TH]O; [LD]0 et [HE]° sur les périodes d’inhibition tfifn et
L TH.HE

inh
des mélanges TH,LD et TH,HE. Les résultats sont consignés dans le
tableau III. Lorsque 1l'on augmente [LD]° ou [HE}O pour une

concentration initiale [TH]oz 1.10"% M, la différence entre le

relatives & 1l'oxydation du linoléate de méthyle en présence

temps d’inhibition observé et la somme des effets individuels est
pratiquement nulle, aux incertitudes expérimentales preés.
Par contre, cette différence augmente nettement avec [TH}o

on observe un effet de synergie entre les extraits d'algues et la
vitamine E d’autant plus fort que 1la concentration initiale en
cette derniére est élevée. Pour [TH]° 4 . 10 bd l’addition de

l1'un ou l'autre extrait a raison de 1 % du substrat, prolonge de
40 % l'action de la vitamine E.

Les fig. 12 et 13 montrent que l'efficacité des mélanges
vitamine E + extraits d’algues est celle de la vitamine E gquelque
soit la concentration initiale en extrait.

De plus la figure 14 indigque que pendant la prolongation de
1’inhibition obtenue par effet de synergie, l'efficacité des
mélanges est aussi celle de la vitamine E.

Ces derniers résultats confirment 1'activité antioxydante
relevée dans la toute premiére étude (mesure de 1l’indice de
peroxyde) pulsque la vitamine E se trouvait a la concentration de
8 . 10 M dans l'huile de tournesol.

Nous pensons que 1'intérét des extraits de L. digitata et
H. élongata comme agents antioxydants réside dans cette synergie
d’action avec la vitamine E qui & notre connaissance n’avait pas
encore été signalée.
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De nombreuses substances sont connues pour agir en synergie
avec la vitamine E : la vitamine C [11,32,35], certains phénols
[7,11], les composés aminés [7,11], les phospholipides [36-39].

La vitamine C était présente dans nos extraits a 1l’'état de
traces: 27 ug/g d’'extrait de L.digitata et 33 pg/g d'extrait de
H. élongata.

Des phospholipides ont été détectés par CCM dans l'extrait de
L. digitata mais pas dans celui d’H. élongata.

La vitamine E est un antioxydant extr@mement efficace,
spécialement z2ux faibles concentrations [11,33,37,40]. Elle blogue
la propagation de la chaine d’cxydation par réaction avec les
radicaux peroxy (mécanisme 1). on peut raisonnablement penser gque
des substances qui agissent par des mécanismes différents peuvent
présenter un effet de synergie avec la vitamine E.

Cependant celle-c¢i perd son pouvoir antioxydant aux fortes
concentrations pour devenir prooxydante [41,42]. Ceci a lieu gquand
les radicaux «-tocophéroxyl a-T. produits & partir de la
vitamine E réinitient la propagation en chaline par les processus
{(=z7) et (=8), c. & d. quand la concentration en radicaux «-T. dans
le milieu réactionnel devient assez élevée. Il a été démontré que
de nombreux synergistes réagissent avec les radicaux «-T. pour
régénérer la vitamine E, diminuant ainsi les vitesses des
processus (=7) et (-8) et prolongeant la durée d’action de la
vitamine E [7,117.

Nous pensons é&lucider prochainement le mécanisme de la
synergie entre la vitamine E et les extraits de L. digitata et
H. élongata.

PARTIE_EXPERIMENTALE.

Les algues séchées, conditionnées par NATURE ALGUES nous
étajent fournies par le Centre d'Etudes et de Valorisation des
Algues CEVA de Pleubian (22610).

L'ACTIVEPA 50 E est produit par JOMAR, Bergen (Norvége).

La préparation des extraits et le suivi des cinétiques
d’oxydation ont été précédemment décrits [43].
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¢ Facteur de

Tableau I. Facteurs de protection des différents extraits

testés et du BHT dans l’'huile de tournesol a 75°C.

a y b
Algue Rdt (%) Ajout(%) FP70 FP120
Himanthalia
elongata 7 1 L.
Enteromorpha 3 5 % i
Undaria
pinnatifida 3 i i
Ulva lactuca 2 1. 1.
Lam. digitata 1, 1 2 1.
(Kombu)
Porphyra (Nori) 0. 0.45 2 1.5
Rhodymenia
palmata (Dulcé) 0. 0.24 1 1.3
BHT 0.05 <3

Protection

b . R T
concentration utiliseée

% (m/m)

? Rendement en extrait: % matiére séche.

huile.

T/T°. T et T sont les temps
n n n n

nécessaires pour que l’indice de peroxyde atteigne la valeur

n(még/Kg). Pour le témoin: T;0=40, T;0=14o, T,

149

=220 heures.
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Tableau II. Oxydation induite par 1’AIBN du linoléate de méthyle RH
en présence d’extraits d’algues, & 60°C dans l'heptanol.

algue [RH]o [AIBN]o [extralts]° tinh Ri Rp Rinh
x 10° x 10° x 10% x 10°
M M $RH S Ms ! Ms™! Ms™!

0.50 6.3 0 - 5.4 4.9) -

0.51 6.3 0.01 180 5.5 4.7 4.0

£D ey 0e51 6.4 0.10 0 5.5 5.3 -
a 0.53 6.4 0.50 60 5.5 5.0 4.4
0.50 6.3 1 840 5.5 4.4 2.4

0.51 6.4 3.10 3060 5.5 3.1 1.5

0.50 6.3 0.10 0 5.5 5.0 =

0.52 6.4 0.50 0 5.5 4.9 -
HE (®) 4559 6.4 1.00 390 5.5 4.2 3.4
0.50 6.3 3.00 1500 5.5 2.5 1.6

(a) Laminaria digitata. (b) Himanthalia élongata.

(c) absorption d’oxygene par le témoin au départ R _.-
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Tableau III. Oxydation induite du linoléate de méthyle RH a 60°C dans
1'heptanol,en présence de vitamine E (TH) et d’'extraits d'algues (EXT).
Influence de {TH]O et [EX‘I‘]° sur les périodes d’'inhibition.

{RH]°= 0.5 M ; [AIBN]°= 0.0063 M ; pressicn initiale d'O2 : 500 torr.

algue [TH]o [EXT] o) tizSM) t?:z (e) t:ﬁ;Er%fJ tfi;zxr
x 10* '(t1§§+ ti:)

M % RH s S S s
1 0 3120

- 2 0 5300
4 0 9870
1 0.5 3120 60 3660 480
1 1 3120 840 4140 180
1. 3 3120 3060 6480 300

LD(a)
1 1 3120 840 4149 180
2 1 5300 840 7620 1480 «q)
4 1 S870 840 14820 4010 (q»
1 0.5 3120 0 3420 300
1 1 3120 390 4020 510
1 3 3120 1500 4440 -180
HE (b))

1 1 3120 390 4020 510
2 1 5300 350 7320 1630 (g
4 1 9970 390 14700 4340 (q)

(a2) Laminaria digitata. (b) Himanthalia élongata.

(c) concentration initiale en extrait d'algue. (d)} période d’induction
assurée par la vitamine E seule. (e) période d’induction assurée par
l'extrait seul;EXT= LD ou HE. (f) vitamine E et extraits d’algues
combinés ;EXT= LD ou HE. (g) effet de synergie significatif.
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SCREENING ET METHODOLOGIE DE RECHERCHE DE PRODUITS
POTENTIELLEMENT ANTICANCEREUX

ROUSSAKIS Christos

SMAB

Groupe de recherche SUBSTANCES MARINES A ACTIVITE BIOLOGIQUE
Université de Nantes - Faculté de Pharmacie

1, rue Gaston Veil, BP 1024, 44035 NANTES CEDEX 01

La recherche des produits potentiellement anticancéreux dans
le milieu marin est une idée qui est née dans les années 1979
avec SIGEL sur des espéces d/invertébrés marins tropicaux.

Depuis cette date, un trés grand nombre de chercheurs et
groupes de recherche travaillent dans le méme but d’identifier
des nouvelles molécules, possédant une activité antitumorale.
Parallélement au screening, réalisé sur les plantes, qui a
débuté dans les années 1950, s’ajoute un nouveau screening sur
les produits marins.

Comme il est logique, ce screening est réalise de la méme
fagcon que celui sur les plantes, c’est-a-dire gque nous avons
recherché des produits cytotoxigues sur des systémes
expérimentaux proposés par le N.C.I., telle que 1la lignée
leucémique murine P 388 et les cellules cancéreuses humaines
KB.

Les premiers résultats se révélent trés encourageants : sur 2
252 espéces marines tropicales et subtropicales, 10,9 % des
espéces montrent une activité cytotoxique sur les cellules KB
et P 388, contre 3 % observés chez les végétaux.

Pratiquement la moitié des familles des ascidies fournissent
des substances cytotoxiques. Dans ce cas-la, 11 est évident
que nous devons orienter le screening des produits d’orgine
marine de telle fagon qu’il nous permette d’éliminer les faux
positifs dés le stade primaire du screening.

Depuis une quarantaine d‘années, nous avons conduit le
screening des produits potentiellement anticancéreux & partir
d’une réponse cytotoxique exprimée par une DIgg sur
différentes lignées cellulaires tumorales d’origine humaine ou
murine.

Nous avons essayé de trouver des DIgg; de plus en plus
intéressantes, en cherchant des produits de plus en plus
toxiques, sans nous préoccuper de la valeur reelle dgue
représente la DIgy ni des paramétres gqui sont susceptibles de
17influencer. .

Une DIgg représentant l’inhibition de 50 % de la croissance
cellulaire, il serait donc intéressant de connaitre, plus que
sa valeur arithmétique, la fagon dont agissent ces drogues
cytotoxiques dans le temps, pour réaliser cette inhibition.

A ce propos, nous allons observer sur les figures ci-dessous
quatre profils différents :
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nhre
cellules
30000

—8—
—4— 1. 11ug/m
e 3 33pgim
——0— 10pg/ml
el 30pgimi

TEMPS
(heures)

o 20 40 g0 80

Fig. 1 : produit sans spéeificité agissant comme un cytotoxique pur

(poison) en détruisant au départ un trés grand nembre de

cellules cancéreuses, puis la croissance est similaire 3
celle des cellules témoins.

nbre
cellules
30000 +
—_—a— T
20000
—4——  0,33ug/m
—a— | ug/mi
—o——  33ng/m
10000 ——a—  t0pg/ml
—0— 30ngfmi
0 F T i T T 1 Nm-ﬁﬁm
0 20 a0 60 moA eures}

Fig. 2 & produit avec spécificitd au niveau du cycle cellulaire
agissant comme wn alkylant en détruisant immédiatement
a forte dose les cellules cancéreuses et avec un effet
retard & faible dose par action sur le génome.

hhre
celfules

14000

12000

e
10000 —% 1 1iugim

800 —8— 333ug/m
0 —— 10ug/mi

—a— 30ug/ml
6000

4000 v T v T v 1 ——— Temps
[¢] 20 49 60 80 (heures)

Fig. 3 : produit antiprolifératif agissant par inhibition des
facteurs indispensables pour la croissance des
cellules cancéreuses.

Nhyre e
cellules
30000 -
—B— Téiing
20000 et (3004
——e— 0012
S—oee— 036
10000 ToRoon
—o0— (.33
——
Y T r v T T T g T v 1 Heures

¢] 20 40 60 8¢ 100

Fig. & : produit inducteur de différenciation terminale agissant
par 1'arrét de 1a multiplication cellulaire induisant

un blocage des cellules en phase mgm.
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La détermination des concentrations inhibitrices 50, qui
fournissent des indices sensibles et reproductibles lors des
études de croissance cellulaire, n’est pas suffisante pour
sélectionner des produits potentiellement anticancéreux. C’est
pourgquoi l’étude cinétique prend de l‘/importance puisqu’elle
permet de relativiser la DIgy avec la croissance cellulaire et
de comprendre le point de vue pharmacologique, le mécanisme
d’action des substances antitumorales.

I1 est alors possible de distinguer les substances ayant :

- un effet cytotoxique pur (poison)

- un effet cytotoxique au niveau du cycle cellulaire

- un effet antiprolifératif

- un effet inducteur de la différenciation terminale.

Conclusion :

Cet exposé permet de constater, d’une part, l’importance de
l/étude du profil cinétique (dose effet temps) pour chagque
nouvel extrait marin sélectionné par son activité cytotoxique
et, dfautre part, la nécessité de 1l’utilisation des modéles
expérimentaux les mieux adaptés du point de vue phénotypigue
(temps de doublement cellulaire) pour déterminer 1la dose
inhibitrice 50 dans des temps de contact bien déterminés.
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SUBSTANCES ANTITUMORALES D'ORIGINE MARINE:
BILAN ET PERSPECTIVES.

Michele Guyot, Laboratoire de Chimie, URA 401 CINRS, M.N.H.N., 63 rue
Buffon, 75231 PARIS Cedex 05.

Depuis une vingtaine d'années un nombre sans cesse croissant de
publications apparaissent concernant les substances actives d'origine marine :
substances antitumorales, antivirales et méme actives contre le virus HIV,
antibiotiques, antifongiques, inhibiteurs enzymatiques, substances agissant au
niveau du SNC et du SNP...

La question qui peut se poser est: quel est I'impact des produits marins dans
la pharmacopée actuelle et comment peut-on envisager l'avenir?

Actuellement il existe trois médicaments commercialisés d'origine marine ;
les céphalosporines antibiotiques, 1'Ara-A ou Vidarabine, antiviral et I'Ara-C
ou Cytarabine, antitumoral. Marginalement la découverte d'une prostagladine
dans une espéce de corail Plexaura homomalia avait suscité un certain
enthousiasme; cependant l'intérét des prostaglandines en tant que
médicaments a beaucoup diminué.

Bien qu'un grand nombre de substances présentant une activité biologique
aient été mises en évidence, peu de médicaments sont disponibles
actuellement. Ced est dd tout d'abord au fait que les organismes marins n'ont
été étudiés systématiquement que depuis une trentaine d'années. Etant donné
le long cheminement nécessaire pour aboutir, a partir d'une substance
biologiquement active & un médicament, il n'est pas possible a 'heure actuelle
de dresser un bilan. D'autre part les organismes marins , & part quelques cas
anecdotiques, n'ont pas été utilisé en pharmacopée traditionnelle & l'instar des
organismes terrestres, privant les chercheurs de données
ethnopharmacologiques souvent précieuses.

En l'absence et méme en -présence- de ces données, la recherche d'une
substance active puis d'un médicament requiert de nombreuses étapes que je
vais présenter en prenant l'exemple d'une substance antitumorale.

Pour accéder au stade de médicament anticancéreux une molécule doit
satisfaire & un grand nombre de critéres:

-activité

-absence (relative) de toxicité

-accessibilité a la cible

-disponibilité.

Dans la premiére étape de recherche d'activité, le procédé le plus simple
consiste & rechercher une activité cytotoxique vis-a-vis de cellules tumorales
en culture, les cellules utilisées provenant soit de souches humaines soit de
souches expérimentales.

Une substance est dite cytotoxigue.
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Une alternative a ce procédé, assez récente, consiste & rechercher
directement l'effet sur ' ADN isolé (par électrophoreése ou HPLC) ou sur des
enzymes importantes dans les processus cellulaires (kinase par exemple).

Il faut ensuite procéder & l'évaluation de l'activité in vivo. Pour cela la
toxicité vis-a-vis de souris saines est d'abord estimée. Ensuite le produit est
injecté a des souris dans lesquelles ont été greffées des tumeurs (P 388, L1210,
KB). Lorsque la substance entraine une survie par rapport aux animaux
témoins (ayant requ la tumeur mais non la substance) cette substance est dite
antitumorale. Il faut noter que nombre de substances cytotoxiques n'exercent
pas d'activité in vivo dans les modeéles animaux.

Le mécanisme d'action est ensuite étudié, souvent guidé par la structure
chimique. Il est important de savoir si une molécule agit au niveau de I'ADN,
de la tubuline, de la synthése des protéines, au niveau des produits des
oncogeénes ou autre mécanisme.

Suivent ensuite les essais cliniques : phase I : le produit est essayé sur des
volontaires sains afin d'évaluer ses effets secondaires éventuels; phase II : la
substance est testée chez des sujets malades afin d'évaluer ['effet anticancereux
proprement dit. S5i les résultats sont positifs la substance est dite
anticancéreuse.

Cependant a ce stade il n'est pas encore certain que le développement de la
molécule en tant que meédicament soit réalisable car intervient un élément
important : la disponibilité du produit et la comparaison de ses propriétés avec
les autres molécules existantes.

En ce qui concerne la disponibilité trois possibilités sont offertes:

-la synthése '

-l'extraction

-I'hémisynthese. (qui est en fait un compromis entre les deux voies
précédentes et largement utilisée).

La synthese semble de prime abord le moyen de production le plus efficace..
Cependant la synthése de molécuies complexes n'est pas toujours d'une
faisabilité compatible avec les objectifs économiques (c'est le cas de
I'halichondrine ou des bryostatines par exemple, dont la formule est donnée

en annexe).

L'extraction et l'hémisyntheése, (qui préimpose 'extraction de la molécule de
départ) offrent donc d'intéressantes possibilités pour lesquelles l'apport des
biotechnologies marines pourrait étre important. En effet s'il parait contraire
aux normes écologiques d'exploiter des espéces peu abondantes, la culture de
ces espéces ou la culture d'organes ou de cellules individualisées pourraient
constituer une alternative rentable économiquement.

Cependant, si la culture de microorganismes marins connait a l'heure
actuelle un réel succes, la culture des invertébrés ou de cellules d'invertébrés
marins, a l'étude dans plusieurs équipes n'est encore, a ma connaissance, qu'a
un stade pré-exploratoire. C'est cependant un programme d'avenir pour le
développement des substances d'origine marine.
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ANNEXE I
25 MOLECULES D'ORIGINE MARINE SONT A DES STADES VARIES DE DEVELOPPEMENT:
PARMI LESQUELLES UN CERTAIN NOMBRE DE SUBSTANCES ANTITUMORALES :

-BRYOSTATINES ANTICANCER-IMMUNOSTIMULANT (NCT)
-DIDEMNINE B ANTICANCER-IMMUNODEPRESSEUR (INCT)
-GIRCLLINE ANTICANCEREUX (GIF/RPS)
-HALICHONDRINE ANTICANCEREUX

-DOLASTATINES ANTICANCEREUX

-AUTRES ANTICANCEREUX

Il faut souligner que lorsqu'une molécule est en cours de développement les

informations sont géralement difficiles 4 obtenir en raison des régles de confidentialité.
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THEME V

VALORISATION DES PRODUITS DE LA MER




Animateur : Patrick DURAND - IFREMER DRV/VP/BM - Centre de Nantes

Suite a la session consacrée a la chimie et biochimie des substances naturelles et
pour terminer cette journée trés dense, nous allons entamer le débat sur le théme "Valorisation des
Produits de la Mer".

Compte tenu des modifications de derniéres heures intervenues dans la
programmation et du temps trop limité réservé a cette session nous avons organisé celle—¢i autour
de quatre interventions centrées autour de deux thémes ; d'une part la notion de gisement de
matigres premiéres et de co—produits issus des péches et cultures marines et d'autre part l'extraction
de substances (extraites/ ou susceptibles de I'étre) considérées comme relevant du domaine des
biotechnologies.

La premiére intervention faite par G. MARCO, Ingénieur R. et D. dIDMER
(Institut de Développements des produits de la Mer), concernera la valorisation industrielle des
déchets des activités de la filire poisson. La péche rejette en effet une quantité importante de
biomasse (by catch, espéces sans valeur commerciale, prises abimées lors de la capture ou de
l'entreposage) et génére un fort tonnage de déchets issus de la transformation et du traitement. Une
premiere démarche de valorisation consiste donc a mieux gérer ces ressources et dégager des voies
nouvelles d'utilisation plus compléte de celles—¢i. '

Ensuite nous aborderons le théme transformation-extraction. Lors du ler
Coiloque de Martigues nous avions précisé le contexte d'une meilleure exploitation des ressources
(cf. .M. Mackie 1990) en illustrant certaines possibilités d'extraction et de mise en oeuvre
d'enzymes (cf. Y. LE GAL et P. DURAND 1990). En complément de ce volet nous considérons
des applications potentielles dans le domaine de la génése enzymatique de substances d'ardmes. la
recherche d'activités enzymatiques spécifiques, susceptibles d'étre extraites et purifiées a partir de
différents sous—produits des péches et de I'aquaculture (viscéres de poissons, hépatopancréas de
crustacés et mollusques...) fait actuellement l'objet de nombreux travaux a caractére finalisé. En
dehors des activités de type protéolytique dont certaines font I'objet d'applications, en particulier
comme additif technologique dans des opérations de traitements de produits de la péche comme
par exemple : le pelage de filet de poisson I'attendrissement de céphalopodes ou la préparation de
caviar de poisson, d'autres activités sont étudiées. C'est le cas notamment des lipoxygénases
enzymes cléfs de la biogénése de substances d'ardmes dérivées des lipides dont nous entretiendra
J.M. BELIN de 'ENSBANA de DIJON.

Pour poursuivre sur ce théme transformation—extraction un point sera fait sur la

chitine, molécule abondamment étudiée (cf. Biofutur septembre 88 pp 40-48 et juin 91 51-53) qui
fait actuellement l'objet d'un début de développement industriel en France. A. DOMARD,
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Directeur du Laboratoire d'Etudes des Matériaux Plastiques et des Biomatériaux du CNRS de
Villeurbanne, Conseiller technologique de la Société ABER Technologies précisera 'état actuel de
la production de chitine et de son produit en déacétylation le chitosane, ainsi que les applications a
attendre de ce(s) produit(s) & trés large spectre d'utilisation. Enfin pour clore cette série d'exposés
Y. BATREL du CRITT Biotechnologies, Chimie Fine et Environnement de Rennes, CRITT ayant
eu un rdle décisif dans l'implantation en Bretagne de l'activité industrielle d'extraction de chitine
sus-mentionnée, précisera un certain nombre d'€léments clefs en matiére de stratégie de
valorisation de co-produits. La région Bretagne fortement active dans le domaine des
Biotechnologies en particulier par la mise en place du programme Britta, considére en effet le
domaine marin comme l'un des points dancrage important de sa politique de Recherche et
Développement.
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Gisement : Bilan des Matiéres premiéres exploitables.

G. MARCO
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Nog Réf, : GMY1018

Loriant,
le 27 mai 1991

VALORISATION INDUSTRIEILILE DES

DECHETSE DES ACTIVITES DX ILA

FILIERE POISSOIN

I — INTRODUCTIOWNW

L'ansemble des péches industrielles de la CEE dans les zones
Europésnnas reprasente annuellement enviren 2, 5X10 tonnes de
poissons, crustacés, mocllusques (péchaes minotiéres axclues).

Seulement 50 % font l'objet d'une consommation réelle par
l'homme, les autres 50 & restants, constituées essentiellement
de viscéres, des parties cosseuses et, pour les crustaces, des
carapaces sont actuellement peu cu mal valorisés (farines ou
fish sclubles par exemple;.

Ces déchets d'crganismes marins ainsi débargués dans l'ensemble
des ports Européens constituent une impoertante source
potantielle de molécules biclogigues & forte ou trés forte
valeur ajoutae.

L'intéret des recherches dans ce domaine est donc d'élargir le
champ des produits biotechnologiques actuellement disponibles.
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AL — I.aAa DEMARCHE WVAILORISATION

Le principe de récuparation de ces produits devra obéir a4 un
certain nombre de contraintes

- la matiére de base devra étre disponible
industriellement.

- las process mis en occuvre au laboratoire devrent é&tre
extrapolables industriellement (1)}.

- Les prix de marché du produit & cobtenir devra &tre
supérieur au prix de revient industriel déterminé par
les essais pilotes.

(1) : on devra s'interroger sur la rentabilité des opérations
d'extraction purification mises en oeuvre par rapport a
calles qui feraient appel & la production par génie
microblologique.

L'aspect technique de ce programme peut &tre résolu par une
assocliation de plusieurs centres de recherches spécialisés
avant une expérience dans le domainre de la valorisation des
produits de la mer, de la biochimie des protéines et des
peptides, des lipides ainsi que du génie génétigue.

Cette Asscciation devra é&tre coordonnée par ces Centres
Techniques gqui auront un rdle déterminant dans l'analyse de la
faisabilité industrielle du projet mais aussi et surtout dans
l'analyse des potenhtiels industriels de déchets. (Planche 1).

IXTIT — REALITES ECONOMIQDUES

L'analyse quantitative théorique (quantités péchées/rendements
tachniques) est socuvent favorable au développement de tals
projets, il n'en est plus de méme pour
l'analyse logistique {(pessibilités et colts des collectes,
qualitcé, traitement et stockage des produits) qui impose le
caleul dl'uns valeur édesnomigue du produll prieuznl e compte
tous les gestes permettant d’obtenir un produit conforme au
cahier des charges technique et gqualitatif.

L'analyse des colts de production ne devra donc plus tenir
compte de la valeur du prodult dans les circuits de collecte
actuels (traitement de sous-prodults) mais bien du cott matiére
tel gque nous l'avons déTini precédement dans leg circuits
organisés (on parlera alors de traitement de coproduits)
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IV - CONCLUSIOMN

La gestion de la ressource en "sous-produits" permaettra de
mettTs & disposition des induetrieid doc guantitds
significatives de "coproduits" utilisables dansg les projets de
valorisation. Démarﬁﬁg indisoensable pour la réussite d'une
politique de wvalorisation.

En effet, si 1'on analyse l'avance des pays innovateurs en
terme de valorisation des produits de la mer (NORVEGE - JAPON)
on constats qu'ils disposent d'un avantage, non pas
scientifique (nous avons en FRANCE un réseau de centres de
recherche tout aussi performant) mais éconcomigue.

Leur filiédre péche, culturellement organisée en structure
varticale leur a permis de mettra &n place une logilstique
efficace dans la gestion des sous~produits. La démarche
"coprodults” devient dans ces conditions plus rapilde, plus
facile et plus rentable (limitation considérable des points de
collecte),
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PECHE INDUSTRIELLE

TRAITS DE CHALUTS

ESPECES
NOBLES

'f

ESPECES NOBLES
HORS TAILLE
HORS QUOTA

ESPECES NON COMMER =
CIALISABLES.

-

TRAITEMENT
A BORD

BY CATCH

(Ex : Eviscération)
i

*

MAREYAGE
{(poissons entiers)

—
i REJETS EN MER
DEBARQUEMENT
1
—
FILETAGE

CIRCUITS COMMERCIAUYX
FRAIS / CONGELES

PLANCHE 1

S0Us PRODUITS
DE FILETAGE

ANALYSE DU FLUX GLOBAL DE MATIERES
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BIOTECHNOLOGIES MARINES

GENESE ENZYMATIQUE DE SUBSTANCES D'AROMES

J.M. BELIN
ENS.BANA, Univesité de Bourgogne,

Laboratoire de Biotechnotogie, 21000 Dijon.
INTRODUCTION

L'ardome des produits de la mer (poissons, crustacés, coquillages) a
déja fait 'objet de nombreux travaux notamment au niveau des poissons (1, 2.
Il a eté ainsi mis en évidence le role olfactif important d’un certain nombre de
composes tels que les amines. les composés soufrés et les dérivés des acides
gras polyinsaturés.

Parmi les amines, les dimethyl- et triméthylamines ont des odeurs
ammoniacales et sont a I'origine des ardmes dégageés lors de la cuisson en
bouillon des poissons ou crustaceés.

Les composés soufrées sont constitués essentiellement par le
diméthyidisulfure et le diméthyltrisuifure et sont surtout renconirés chez les
huitres. D'origine enzymatigue ils ont chez, les poissons, un role néfaste au ni-
veau de l"ardme ou ils traduisent des probiémes technoiogiques.

Les dérivés des acides gras polyinsaturés ont surtout été étudiés sous
‘angle de leur importance dans la perception de "oxydation des lipides. Il ne
faut cependant pas oublier que certains de ces dérivés ont un rdle primordial
dans la note “fraicheur” de I’aréme.

La biogenese des molecules impliquées dans la note “fraicheur” n'a
fait 'objet que de peu de travaux et les connaissances que |'on peut en avoir
sont réecentes et dérivent, en ce qui concerne les poissons, des modeles étudies
au niveau des végétaux. Ce resultat peut surprendre lorsque I'on connait I'im-
portance que le consommateur accorde 3 cette note aromatique au sein des
qualités organoleptiques d'un aliment (3).

Ainsi I'ardme apprécié par le consommateur doit résulter d'un bon
equilibre entre ses constituants. Equilibre qui ne doit pas étre perturbe par la
perte de certaines fractions aromatiques lors de traitements technologiques ou

par la formation d'autres constituants conduisant a des défauts d’arome.
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LES SUBSTANCES D’AROMES DERIVEES DES LIPIDES

Si I'on sait que "'oxydation des acides gras polyinsaturés, tels que les
acides arachidonique (C 20:4, n-6), eicosapentaénoique (C 20:5, n-3) et
docosaheéxaénoique (C 22:6, n-3), conduit 2 des odeurs de rance, de peinture
et d'huile de foie de morue, on oublie souvent que certains produits de
deégradation de ces acides gras sont responsables des aromes caractéristiques
des poissons fraichement péchés qui rappellent des notes de plantes vertes et
d’algues_(1). A I'origine de ces notes aromatiques se trouvent des aldéhydes,
des aicools et des cétones.

Plusieurs travaux signalent la présence de ces substances d’aromes
chez des poissons, des crustaces et des coquillages (4-10). Les aldéhydes et les
cétones procurent aux poissons des notes aromatiques fortes malgré des seuils
de perception tres bas (0,001 ppb - 0.08 ppb) alors que !es alcools ont souvent
un seuil de perception plus élevé (10 ppb) et amenent des notes plus douces
(tableau 1).

La dégradation des acides gras insafuréds & chaines longues sous
l"action d’enzymes conduit a la formation de molécuies volatiles dont les plus
petites sont en C5 et souvent difficiles & conserver lors de l'extraction de la

fraction aromatique (1-penténe-3-ol).

Le groupe des composés en CB est surtout rencontré chez les pois-
sons d’eau douce et plus rarement chez les animaux marins. Ce groupe com-
prend des molecules telles que hexanal, (E}-2-hexénal, (Z)-3-hexéne-1-0l dont
"odeur rappelie celie de ["herbe fraichement coupée, 3 quelques nuances

prés . odeurs qui se manifestent trés rapidement aprés la mort des poissons.

Les composés carbonyiés et alcools en C8 sont trés importants et
rencontres chez tous les animaux marins (poissons, crustacés, coquiilages). lis
apportent une note champignon, fruitée, floraie. Le plus représentatif de ces
composés est le 1-octéne-3-ol a odeur de champignon, trouveé d’ailleurs en
abondance dans le champignon de Paris. La cétone correspondante, & odeur
plus florale, a d’aiileurs un seuil de perception trés bas (0,005 ppb) et une te-
neur chez les poissons comprise entre 0,1 et 10 ppb. Il faut souligner que les

alcools en C8 sont en quantité pius importante que les cétones (11).
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Les composés en C3 ont été identifiés chez un certain nombre de
poissons et de coquillages (huitres} et notamment chez le Saumon (1). Leur
odeur rappelle celle du concombre et du melon. Les aldéhydes sont en quantité

plus importante que les alcools.

Il faut enfin préciser que les aldéhydes en C7 et C10 proviennent de
la dégradation auto-oxydative des acides gras ou des hydroperoxydes formés
par la lipoxygénase. Parmi ces substances d’ardme le 4-hepténal et le
2,4-décadiénal ont des notes crémeuses et grasses alors que le 2 4-heptadiénal
et le 2.4 7-deécatriénal ont des notes de rance ou d’huile oxydée. Des travaux
ont montré que la teneur en ces aldehydes augmente au cours de la conser-

vation du poisson sur la glace (12).

L’equilibre entre les divers aldéhydes conduisant 3 la note “fraicheur”
de I'ardme des poissons. crustaceés et coquillages est sous la dépendance des
activites enzymatiques impliquées dans leur biogenese et donc lié aux condi-

tions technologiques permettant I'expression de ces activités.

LA BIOGENESE ENZYMATIQUE DES SUBSTANCES D'AROMES IMPLIQUEES
DANS LA NOTE "FRAICHEUR"~

La formation des composés d’'arome impliqués dans la note “frai-
cheur” met en jeu la deégradation des acides gras a chaines longues par
oxydation enzymatique par le biais de la lipoxygénase, puis scission des
hydroperoxydes obtenus par I'hydroperoxyde-lyase et isomérisation
enzymatique ou, conversion en alcools sous l'action d'une activité

deshydrogénase.

Les systémes enzymatiques

La lipoxygénase catalyse I1'hydroperoxydation d’acides gras
polyinsaturés. La dioxygénation exercée par |'enzyme est speécifique et
stéréospécifique ce qui permet de définir, & I'heure actuelle, chez les animaux
marins, trois classes de lipoxygénases. Sur la base des réactions avec "acide
arachidonique, leur dénomination est fonction de la position du carbone

hydroperoxydé, on distingue ainsi les 5-, 12- et 15- lipoxygénases (7,13-15).
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L’activité lipoxygénasique apparait essentiellement localisée dans les
branchies et la peau des poissons et , au niveau subcellulaire, dans la fraction
microsomale (13). Contrairement aux lipoxygénases végétales les
lipoxygénases animales semblent rapidement inactivées par les produits de la

réaction.

La présence dans ia fraction aromatique d’aidéhydes en C6 et C9
taisse supposer !"existence chez les poissons d’une activité hydroperoxyde-
lyase qui n'a pas encore été clairement mise en évidence. Cette activité est,
par contre, bien connue chez les végeétaux au niveau des feuilles et des fruits
{106). Par clivage des 1Z2-hydroperoxydes ces enzymes conduisent, par exemple,
au (Z,2)-3.6-nonadiénal et avec les 15-hydroperoxydes au (Z)-3-hexénal (1).
L'examen précis des molécules obtenues monire que dans le cas des
12-hydroperoxydes de ['acide eicosapentaénoique on obtient je 3.6-nonadiénal
mais aussi les radicaux 1,5-octadiéne et 2.5-octadiéne. Dans le cas de I"acide
arachidonique [e 3-nonénal et les radicaux 1-octéne et 2-octéne sont détectes

(17) (figure 1).

Chez les poissons, comme chez les végétaux, les aldéhydes peuvent
étre enzymatiquement isomérisés ainsi le (Z)-3-nonénal donne le (E)-2-nonénai
et le (Z.Z)-3 6-nonadiénal le (E.Z)-2.6-nonadiénal (1,18). Il faut préciser ici que
les deux isomeres d'une méme substance d’ardme ne sont pas olfactivement
percus de la méme maniére ; a titre d’exemple le {Z)-3-hexénai a une note
tomate/vert/ frais alors gque le (E}-2-hexénal a une note gras/vert (3) (tabieau
2).

Il semble exister également ches les poissons une activité
deshydrogenase pouvant conduire a la formation d’alcools tels que le 3,

6-nonadiene-1-of ou e 3-hexeéne-1-0l a partir des aldéhydes correspondants.

Les radicaux obtenus par I"action de {"hydroperoxyde-iyase peuvent
accepter des radicaux hydrogéne ou hydroxyle et former, par exemple, le
1-octene ou le 1-octéne-3-ol ou bien le 1.5-octadiéne ou le 1 5-octadiéne-3-ol
(17). Il peut également se produire une oxydation enzymatique des alcoocls se-
condaires obtenus générant ainsi les cetones correspondantes (par exemple

1,5-octadiene-3-one) (1).
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Il apparait donc clairement que les subsiances d’aromes en C5 et C6
sont liées a la présence d’une 15-lypoxygénase et que celles en C8 et C9
dépendent de la 12-lipoxygénase. Il faut cependant rester prudent dans ces af-
firmations car il semble, avec les lipoxygénases végeétales, que le
microenvironnement ait une influence determinante sur la configuration des

hydroperoxydes obtenus.

Le modéle enzymatique végétal

L'activite lipoxygeénase ta plus utilisee provient du Soja. [l s’agit d'une
8- ou 13-lipoxygenase qui est spécifique de {"acide linoléique (C18:2, n-B) et a
un degré moindre de [‘acide linolénique {(C18:3, n-6). Le Soja renferme
€galement des acivités hydroperoxyde-lyase et isomérase (figure 2). Le clivage
des 9-hydroperoxydes des acides linoleique et linolénique conduit a des
aldéhydes en C8 c¢'est a dire respectivement au (Z)-3-nonenal et au
(Z.Z2)-3.6-ngnadienal ailors gque par clivage des 13-hydroperoxydes on obtient
des aldéhydes en C6 dont respectivement I"hexanal et e (Z)-3-hexenal (19). On
retrouve ici des substances d’aromes identifiees dans la note “fraicheur” de

"aréme des poissons.

Paralléiement a |la genese de ces aidehydes il y a . suite a des
réactions de B-scission et de clivage homolytique des hydroperoxydes de
I"acide linoléique. formation d’aldéhydes en C10, comme le 2.4-décadienal a
partir des 9-hydroperoxydes, et en C6 comme !'hexanal & partir des

13-hydroperoxydes.

Nous avons pu montrer lors de travaux avec la farine de Soja qu'il
était pcssibie de maitriser, a 'aide des parameétres physico-chimiques du milieu
réactionnel. la production d’hexanai et de 2 4-décadienal (20). La figure 3 il-
lustre la production de ces aldéhydes dans des conditions favorables a la for-

mation d’hexanai.
On sait par ailleurs que les radicaux oxy- et peroxy- issus de

i‘homolyse des hydroperoxydes sont a [‘origine de reactions de co-oxydation

des polyenes dont fe f-caroténe est 'exemple le plus connu (21). Les produits
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qui résuitent de cette co-oxydation sont la B -ionone, I'époxy- B -ionone. et le

dihydroactinidiolide.

Ces molécules & odeur de vinlette et boisee sont présentes dans des
fruits rouges (framboise, mare). Des auteurs ont montre que par la formation
de telles moiécules les réactions de co-oxydafion peuvent étre & I'origine de
I"ardme particulier du Saumon cuit qui est riche en pigments caroténoides (2,
22).

Dans l'optique de la production de ces molécules nous avons
determiné les conditions optimales de co-oxydation par les produits de |'acide
linoiéique genéres par la lipoxygenase de Soja (23). La figure 4 montre un

exemple de cinélique de production de ces trois molécuies.

CONCLUSION

La biogenese de substances d’aromes derivées des lipides occupe
une place importante dans {a formation de {"ardme des poissons, crustacés et
coquitlages. La note “fraicheur” ainsi produite doit pouveir étre mieux maitrisée
par une meiileure connaissance des divers systémes enzymatiques impliqués
et de leur régulation. Les connaissances acquises dans ce domaine, au niveéu
du Regne Vegetal, permettent d’envisager des progres assez rapides dans le
controle des notes aromatigues issues de [‘oxydation des acides gras

polyinsaturés chez les animaux marins.
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Tableau 1 : Exemples de substances d’arémes dérivées des lipides et
et isolées de poissons

Substance d’arome Concentration Seuil perception Note aromatique

{ppb) {ppb)

C5 1-penténe-3-oi 3-30 400 fruité

C8& hexanal 10-100 5 vert/fruit non mar
(E}-2-hexenal 1-10 17 vert/gras
(Z)-3-hexene-1-0l 1-10 - vert/herbe

C7 (Z)<4-hepténal 1-10 1 cremeux
(E,E)-2.4-heptadienal 1-10 10 noisette rance

C8 (4)-2-octénal 0.1-5 - noix gras
1-octéne-3-one 0,1-10 0,005 -
1.5-octadiéne~-3-one 0,1-5 0.001 champignaon
1-octéne-3-oi 10-100 10 champignon/meion
1.5-octadiene-3-0l 10-100 10 champignon/algue
2.5-octadiene-1-qi 1-20 - champignon/aigue

C8 (Z}-3-noneénal 0-25 .08 concombre
(E.Z)-2.6-nonadiénal 0-35 0.01 concombre/suif
3,6-nonadiene-1-of 0-15 H -

C19 (E.E}-2.4-décadiénal 1-5 - gras/frit
2.4.7-décatrienal 1-10 150 huile oxydee

D apreés les reférences 1.3.4.5.18
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Tableau 2 : Variation de la note aromatique des aldéhydes en fonction
de leur configuration isomérique

Aldehydes "primaires” (a)

Aldéhydes aprés isomérisation

Aldéhyde

Note aromatique

Aldéhyde

Note aromatique

{Z2)-3-hexenal
(Z)-4-hepténai
{E.Z2)-2,4-
heptadienal
{Z2)-2-octénal
(Z}-3-nonénai
(Z.2)-3.6-
nenadiénai
{E.Z}-2.4-

décadienal

vert frais/tomate

cremeux

pamme pourrie
noix/gras

concombre

concombre frais

frais/frit

{E}-2-hexeénal
{E)-4-hepténat
(E.E)-2.4-
heptadiénal
{E}-2-octénal
{E}-2-nonenal
(E,Z}-2.6-
nanadiénal
(E.E)-2.4-

decadiénal

vert gras

mastic
noisette rance
gras

suif

concompgre! suif

gras/frit

{a) aldéhydes directement issus des hydroperoxydes
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ac. arachidonique

ac. eicosapentaénoigque

COOH

ou 3-nonensai W-:\/CHO

VAVAVAN ou 3.5-nenadiénal

isomarisation
+QHMeguits CHO NIV igsomarisation
VA VAV AN

OH . CHO

/M_ 2-nonenal +OHe guHs» SN

1-acténe-3-oi OH 2.6-nonadlénai

PAVAVESN jane—
H.OH 1.5-octadiéne-3-ol
2-octéne-1-oi AN e N

CH,OH
2.5-octadiéne-1-ol

Figure 1 : Substances d’arémes dérivees des 12-hydroperoxydes de |"acide
arachidonique et de |’acide eicosapentaénoique (D’aprés réf. 17)
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Aldéhydes
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Trigiycérides

|
Hydroperoxyde-iyase ;
Non
Acides gras / enzymatique

. . /
pelyinsaturés

Clivage

+02

Lipoxygénase

Hydroperoxydes

Acides gras oxydés

Figure 2 : Schéma de dégradation enzymatique oxydative des lipides{D’aprés
réf. 19).
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Figure 3 : Production d’aldéhydes par la lipoxygénase et I’'hydroperoxyde-
lyase de Soja a partir d’huile vegétale hydrolysee
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Figure 4 : Cinétique de production de [j-lonone et de dihydro-

actinidiolide a partir de -caroténe par des réactions de
co-oxydation enzymatique (D’apres ref. 23)
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CHITINE, CHITOSANE, PRODUCTION, PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES ET APPLICATIONS

Alain DOMARD

Laboratoire d'Etudes des Matériaux Plastiques et des Biomatériaux
URA CNRS 3507
43 Boulevard du 11 Neovembre 1918
69622 Villeurbanne Cédex

Aber Technologies
Pratménan
29880 Plouguerneau

I - Iniroduction

La chitine ou poly (N-acétyl-D-glucosamine) est le polysaccharide le plus
abondant sur terre avec la cellulose.

~ H HNCOCH, CH,0H .
H H 0
GH H L —I H %’ Q m——
OH H
0
H 0 l H
CH,CH H HNCOCH,

n

POLY{(N—ACETYL.D—-GLUCOSAMINE)

C'est le polymere de structure des exosqueleties de tous les arthoropodes. On la
rencontre dans la paroi des cellules de la plupart des champignons, dans certaines
bactéries, levures ou algues.

On appelle chitosane, toute chitine suffisamment N-désacétylée pour permettre sa
solubilisation dans les acides dilués. Ceci est généralement atteint pour des degrés
d'acétylation résiduels, DA, < 30 %. Lorsque la désacétyiation est totale, on obtient alors
de la polyglucosamine.

o
C;(M' o c}?"l
O O
H > / H L~
< N,
k3
- D_AJ 104

CHITOSANE
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H - Production

Actuellement, la chitine est essentiellement produite 4 partir de carapaces de
crustacés, principalement de crabes et de crevettes ayant subit une déminéralisation en
milieu acide suivie d'une déprotéinisation par la soude. Aprés un tel traitement, le taux
d'acétylation n'est plus de 100 % mais reste néanmoins supérieur 4 90 %.

Le chitosane est obtenu en désacétylant cette chitine a des températures voisines de
100°C, en milieu alcalin trés concentré et cela pendant un temps supérieur a 1 heure, Ces
conditions particuliérement drastiques conduisent, parallélement 4 la désacétylation, 4 une
dégradation du polymeére qui se traduit par une diminution des masses moléculaires. On
obtient ainsi des produits ayant des DA résiduels compris entre 10 et 25 % avec des
masses molaires situées entre 10° et 10 g/mole. La masse moléculaire du motif de
répétition de la chaine de chitosane dépendant de la nature du groupe fonctionnel amine
porté par le carbone 2 et, dans le cas de la forme - NH3*, de l'acide conjugus, il est
préférable de parler de degré de polymérisation (DP), indépendant de ces parameétres,
variant entre 105 et 104,

La chitine et le chitosane sont actuellement produits au Japon, aux Etats-Unis, en
Inde, en France et en Chine. La chitine n'ayant quasiment pour seule application que la
production de chitosane, on ne cite généralement que les chiffres de la capacité annuelle
de production de chitosane que I'on peut évaluer, dans le monde, i environ 1200 tonnes.

Le prix de vente de ce polysaccharide dépend de trois parameétres : son taux
d'acétylation résiduel, sa masse moléculaire et son grade. Il est inversement proportionnel
a son DA, proportionnel a sa masse moléculaire sauf pour les valeurs les plus faibles, en
particulier pour les oligoméres de DP < 100 et croit, pour le grade, dans l'ordre
technique, pharmaceutique, cosmétique et médical. La gamme de prix se situe alors dans
une fourchette trés étendue qui va de 150 F 4 60 000 F par kg. Le chitosane est un
produit cher, qui le restera avec un contexte de production tel qu'il est actuellement. Ceci
fait que bien que supérieur 4 des matiéres concurrentes moins onéreuses, il lui est plus
difficile de pénétrer le marché de la gamme technique que celui des applicatons
cosmétiques et médicales ou il est A 1a fois supérieur et moins cotlteux que la plupart des
produits 2 méme finalités. :

La diversité des produits, en particulier au niveau des degrés d'acétylation
résiduels et des masses molaires est 4 relier aux problémes rencontrées par les industriels.
11 est en effet difficile pour eux de produire de fagon reproductible, un chitosane ayant a la
fois un DA et un DP donnés ou, de le désacétyler totalement tout en lui concervant un
degré de polymérisation supérieur a 3 000.

En Europe, il existe une seule unité de production ayant su répondre & ce cahier
des charges trés sévere, il s'agit de la société Aber Technologies située non loin de Brest.
Celle-ci dont la capacité de production vient d'atteindre 2 tonnes par mois prépare de
facon reproductible des polymeéres dont la désacétylation va de 75 % a plus de 99 % avec
des DP couvrant une gamme de 500 & 5 000 voire 10 000 pour les plus acétyiés. Une
production des oligomeres est aussi prévue 4 moyen terme.

De nombreuses formes physiques sont disponibles comme les flocons, les
poudres, les éponges, les films, les gels. les solutions etc... De plus, dans chaque cas,
les diverses formes correspondant a la fonction amine sous forme - NH» ou - NH3* sont
possibles.

Cette derniére structure offre une gamme trés étendue de produits de par la grande
variété des contre-ions que l'on peut lui associer (chlorures, acétates, ascorbates, lactates,
glutamates, sorbates, gluconates etc...
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V.2 - Autres domaines d'application du chitosane

En dehors des domaines d'application precedents ol le chitosane trouve des
marchés importants, il en existe certains autres ot il semble pénérer de facon durable.

- Agro-alimentaire

Il est utilisé en enrobages protecteurs des fruits et légumes, obtenus par spray, ce
qui dans certains cas comme celui des pommes permet d'exhausser la brillance. I est
utilisé pour diminuer l'acidité des jus de fruits et du café soluble ou encore comme
éclaircissant dans les jus de fruits et légumes ou il intervient comme floculant.

b - Agriculture

Il trouve dans ce domaine des applications dans I'enrobage protecteur des
semences. I1 est biostimulant et favorise, de ce fait, 1a germination et la croissance tout en
améliorant le rendement des récoltes.

- Traitement des equx usées

Son pouvoir chélatant élevé permet au chitosane d'éliminer la présence des métaux
lourds, méme a 1'état de trace, dans les effuents industriels. Ses excellentes propriétés
floculantes 4 la fois des matiéres minérales et organigues mais aussl des micro-
organismes en font un matériau de choix pour le traitement des eaux usées ou des
piscines.

d - Papéterie

C'est un domaine d'application ot le chitosane parait trés prometteur. Il apporte
en effet une bonne rétention des charges facilitant ainsi le recyclage des eaux blanches.
Lorsqu'il est désacétylé a plus de 95 %, il permet de multiplier par quatre la résistance du
papier 4 I'état humide. L'impression est plus facile et le papier ainsi préparé est recyclable
a 100 %. Toutefois, la capacité mondiale de production de chitosane étant insuffisante par
rapport 4 ce que neécessiterait la seuie consommation d'une industrie du papier de grande
diffusion comme celle du papier blanc, seules quelques appiications techniques sont
actuellement opérées.

e - Textile

L'industrie textile est aussi un domaine d'application oit le chitosane devrait
pénétrer de facon durable. Il peut e utilisé comme fibre technique biodégradable
(sutures) en association avec d'autres fibres ou encore en ensimage pour améliorer la
montée des couleurs, la résistance a la putréfaction et I'ennoblissement textile.

V1 - Conclusion

Le chitosane, grice aux propriétés trés intéressantes décrites ci-dessus, est en train
de pénétrer de nombreux marchés industriels. Comme tout produit nouveau, il donne lien
a un comportement, 4 son égard, que I'on peut qualifier de "chitosanomanie”. Clest la
raison pour laquelle nous avons limité sa présentation aux seules propriétés et
applications déja largement éprouvées. L'obstacle majeur 4 son développement est son
mode de production actuel qui limite la quantité disponible. bien que les réserves en
chitine de la biosphére soient considérabies (équivalentes i la ceilulose). Ce
polysaccharide, qui n'en est qua ses débuts, reste néanmoins promis i un trés grand
avenir.
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STRATEGIE DE VALOR!SATION DE CO PRODUITS

UN DEF! POUR LA FELIERE MER
CEN BRETAGNE

| - ESSAIS DE DEFINITION ET EVOLUTION DU CONCEPT CC-PRODUIT

Historiquement, il est possible d'affirmer que toutes les productions humaines ont
généré des déchets. Mais, jusqu’a ces dernieres années ceux-ci n'ont pas éteé considérés
comme un souci majeur des unités de production. En effet, le stockage en décharge, le
rejet dans le milieu naturel ou I'auto-épuration permettaient de résoudre aisément ce
probléme.

Cependant, dans les années cinquante, la notion de protection de l'environnement se
développant de pius en plus et les volumes des rejets étant toujours croissants, il a fallu
ajouter une activité supplémentaire a la chaine de transformation : le traitement et la
gestion des déchets. Toutefois, a cette époque, la rentabilité des autres transformations
permettait, ie plus souvent, de financer cette opération, qui pour I'enireprise est toujours
déficitaire, puisque le traitement des déchets ne vise qu'a les modifier et les
conditionner afin de mieux protéger I'environnement.

Lors du premier choc pétrolier, la rentabilité des entreprises ayant chuté, et parfois de
beaucoup, les postes les moins rentables ont été soit abandonneés, soit restructurés en
vue de les rendre plus productifs. C'est a cette période qu'est née la notion de
valorisation des déchets. Certes, pendant les premiéres années, il n'a été question que
de transformation modeste : soit recyclage au sein méme de I'entreprise, soit production
a trés faible valeur ajoutée, pour I'alimentation animale par exemple.

Mais trés rapidement, on en est arrive a mieux définir et connaitre ia nature et la
composition des sous-produits, et par la-méme, 4 pouvoir en extraire des composés a
trés haute valeur ajoutée (HVA), ce qui permet, dans une seconde étape, de financer le
traitement des composants moins nobles.

C'est ainsi qu'est apparue la notion de co-produit. Un co-produit est une production
spécifigue a [entreprise. Toutefois, elle se realise en paralléie ou en complément de
'activité principale. Si cette notion a &té appliquée dans un premier temps aux déchets
et aux sous produits, aujourd’hui elle peut, dans certains cas, s’appliquer a la matiére
premiére elie-méme.

On peut donc distinguer plusieurs ciasses de co-produits en fonction de leur origine :

- Récupération et valorisation d’'un sous-produit : viscéres, écailles, carapaces, arétes.
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- Extraction d’un pringipe actif {§chinodermes} ou d’un élément avant la transformation
du produit principal : arémes et acides gras des poissons, icde des algues...

11 -LES POSSIBILITES POUR LA REGION BRETAGNE

Aujourd’hui, nombreux sont ceux qui s'interrogent sur :
1} Le devenir de ia politique communattaire (effort de péche, quotas) ;

2} La gestion de I'espace littoral confronté a de muitiples activités pas toujours
conciliables (tourisme, aménagement foncier, activités portuaires, cultures marines).

Il est, a ce sujet, important de souligner combien est essentiel la mise en place des
Schémas de Mise en Valeur de la Mer (S.M.V.M.)

Parmi les alternatives possibles a I'exploitation actuelie des ressources marines, deux
voies nous semblent particuliérement prometteuses ;

- Lutilisation d'importants stocks d’erganismes marins (po/ssons sessentieltement
mais aussi mollusques et crustacés} actuellement sans valeur commerciale
déclarée ; ces organismes constitués également de protéines, matiéres grasses,
fibres, ardmes peuvent, par transformation, entrer dans la composition de nouvelles
recettes alimentaires. La percée spectaculaire et récente de la charcuterie des produits
de la mer est, 4 cet égard, révélatrice des opportunités certaines de marches.

- Les invendus scus criée et les sous-produits générés dans les ateliers de marée
{plusieurs dizaines de milliers de tonnes en région Bretagne), sont destinés,
actuellernent, a la fabrication de farines (alimentation animale) et d'huiles
{margarines, lubrifiants). Le cours de ces produits transformés (3 a 4000 F la tonne)
d'erigine frangaise ayant tendance a fléchir devant les principaux producteurs
mondiaux (Pérou, URSS..}, la recette d'une plus forte valeur ajoutée & ces sous-
produits doit &tre fortement soutenue.

Le tableau suivant rassemble guelques exemples de valorisation obtenue 3 partir de co-
produits issus des activités agricoles, agro-alimentaires et marines en région Bretagne.

CO-PRODUIT PRODUCTION
Biomasse algale............... lode, fucanes
Plumes de volzilles.......... Acides aminés
Racines d’endives............ Sucres, alcaloides
Coeur d’animaux.............. Cytochrome C
Vert de poirgeau
Carottes, oignons .......... Ardmes
Marc de pommes
Carapaces de crabes....... Chitine
Végétaux divers.......cuuec.. Huiles aromatiques
Cuirs et peauX.......cccoveree Collagéne
Graisses de poissons....... Acides gras essentiels
Lupin, féverole, pois........ Concentrats protéigues
Laitance de poissons....... Acide desoxyribonucléique
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Ces différents exemples permettent de constater que cette démarche est possible.
Cependant, eile est le plus souvent trés difficile et il nous faut absolument éviter de
générer, chez notre interlocuteur, des espoirs qui pourraient ne pas étre suivis des effets
attendus. Car la mise en application pose de nombreux probiémes.

1l - LES FACTEURS LIMITANTS

Lorsgu’on imagine un nouveau procédé ou un produit pour une meilleure valorisation
des productions agricoles, il est trés important d'intégrer dans son raisonnement les
facteurs extratechnologiques qui peuvent conduire a I'echec.

Le premier facteur est I'absence d'une réeile culture d’entreprise, indispensable
pour toute diversification.

En effet, la production de composés HVA a partir des productions marines cu des sous-
produits, est un métier spécifique, beaucoup plus proche de la chimie que du mareyage
ou de la conserverie. Ce manque de cuiture d’entreprise se retrouve a {rois niveaux :

1} L'acteur principal {pécheur ou entreprise agro-alimentaire} qui prend tous ies ris-
ques technigues et financiers, est le plus souvent le moins bien informé, sur les
potentialités de ses co-produits.

2) Par ailleurs, les technologies de production de moiécules 4 haute valeur ajoutée,
sont trés souvent éloignées des techniques propres et pré-existanies dans l'entre-
prise qui posséde la matiére premiére,

3) Enfin, les secteurs économiques et les technigues de commercialisation entre ies pro-
duits traditionnels {(agro-alimentaire) et les nouveaux (chimique ou parachimique)
sont radicalement différents.

Le second facteur concerne les difficutés que pose la R & D.

En effet, dans ce domaine, s'il est aisé de trouver des idées ou des procédés a
expérimenter, il faut savoir que les recherches sont longues et colteuses. En outre, a
terme, les investissements tant en matériel qu'en matiére grise sont trés élevés. Pour
arriver a l'industrialisation d'un nouveau procédé ou d'un nouveau produit, les étapes
successives de bibliographie, d'analyse qualitative et quantitative, de mise au point
des techniques d’extraction et de purification a l'échelle pilote (d'abord de
laboratoire puis de pré-industrialisation) sont autant d'écueils qui remettent chaque fois
en cause le résultat final. C'est peut-etre une des raisons pour lesquelies peu sont
enclins & prendre de tels risques,

Le troisieme facteur est "'aspect économique et concerne plus particuliérement la
tatile des marchés.

Si les composés, dont il est question ici, ont un prix de vente élevé, ceia vient du fait
qu'ils sont produits en faible quantité et correspondent 4 un marché limité. Par ailleurs,
il est presque toujours nécessaire de disposer immédiatement d'un réseau de
distribution a I'échelie internationale, avec un doublie risque : premiérement les
marches sont trés fluctuants, tant en quantitt demandée qu’en chiffre d’affaires, et
deuxiémemant, ils sont trés fragiles.
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En effet, pour tout principe actif nouveau, ou produit de substitution, ii est toujours
possible, soit qu'il existe un effet de mode, soit que ie méme composé soit obtenu avec
un co(t moindre par une autre technologie (synthése chimique ou biotechnologies), soit
qu’il soit découvert un produit plus actif. Il est donc nécessaire de s’aménager une
"niche" sur un micromarché, en répondant parfaitement 4 une attente de la clientéle,
tant par le produit lui-méme que par sa forme galénique.

Enfin, le dernier facteur limitant reste le probléme des déchets car si 'on raisonne,
comme il se doit, sur I'ensemble du devenir d’'une matiére premiere donnée, il nous faut
admetire que si Pextraction et la purification d'une molécule spécifique d'un co-produit
en trés faible guantité résoud les probiémes de valorisation, les problémes pondéraux
subsistent. En effet, une tonne de déchets moins gquelques kilogrammes de matiére,
génére toujours une tonne de déchets pour laquelie it faut trouver une destination finale.

Ainsi donc, toute nouvelle idée (de production ou de procédé} aussi pertinente et
intéressante puisse-t-elle paraitre du laboratoire ou du bureau d'étude, peut se heurter,
fors de son transfert dans [entreprise, 4 des facteurs de culture d'entreprise, de
persévérance en R & D, de taille des marchés et de reiations technico-économigues.
Cependant, les régions se sont dotées récemment, de structures spécialisées dans ces
techniques d'analyse du transfert de technologies, afin d’aider les industriels locaux a
mieux intégrer ces nouvelles données dans leurs projets d’entreprises, et ainsi,
augmenter leur rentabilité tout en protégeant I'environnement.

IV - ROLE DES CENTRES DE TRANSFERTS

Dans le contexte gue nous venons de presenter, il est évident que pour réussir une
nouvelle orientation de sa production vers de nouveaux créneaux, le porteur de projet est
obligé de s'associer avec de nouveaux partenaires (industriels et/ou commerciaux} dont
la dynamique et le discours ne lui sont pas familiers. En outre, ces partenaires ont une
approche des problemes trés différente de celle, aujourd’hui, pratiquée par les milieux
maritimes.

C'est ici que s'inscrit toute la mission des Centres de Transfert. En effet, pour une bonne
valorisation des co-produits, il est nécessaire d’aborder Fensemble des problemes :
technico-industriefs et économiques. |l est indispensable de pouvoir, par produit,
donner des indications précises concernant les potentialités des marchés,
'amortissement des investissements, mais aussi ies exigences de qualité des clients
potentiels.

Regrouper de nombreuses compétences, rapprocher des acteurs de milieux industriels
trés différents, intensifier les relations entre les producteurs, les chercheurs, ies
industriels, en résumé coordonner les transferts de technologies entre des secteurs
publics et des secteurs privés, telle est la méthodologie que propose le CRITT
Biotechnologies, Chimie Fine et Envireonnement en Bretagne.
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LES ETAPES DU TRANSFERT

VEILLE TECHNOLOGIQUE PERMANENTE & MULTI DISCIPLINAIRE

PROSPECTER

la recherche fondameniale
LA RECHERCHE FINALISEE

la recherche appliquée

Ainsi naitI' | Icdée

@ INGENIEURIE DE PROJET

* Préanalyse du marché
* Recherche des antériorités
* Analyse technologique (en intégrant la notion de codts)

Ainsi nait le | Projet

FAISABILITE INDUSTRIELLE

* Technique {prototype)
* Economique (marché & marketing)
* Financiére (plan de financement)

Ainsi nait la |Nouvelle Activité

N J
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TROIS NOTIONS::

MULTIPLICATEURS
(Conseiller Technoiogique, CRITT,
ANVAR, SITES TECHNOLOGIQUES,

SOCIETES DE CONSEIL)

i

ENTREPRISES
(Principalement PME-PMI)

\. Y,
CRITT Biotechnologies, Chimie fine et Environnement en Bretagne / Mai 1991
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.

. I
1 - UN METIER DIFFERENT

* LaTECHNOLOGIE de production des HVA est souvent trés éloignée
de la CULTURE DE L'ENTREPRISE

* Le SECTEUR ECONOMIQUE et lesTECHNIQUES DE
COMMERCIALISATION sont trés différentes entre les produits
Y traditionnels et les nouveaux (HVA) y

~
/2 - UNE R&D LONGUE ET COUTEUSE

* Pour les phases successives d'analyse, de mise au point, et
_ d'industrialisation des process et des produits

/
3 - DES MARCHES MONDIAUX

* Les faibles VOLUMES produits imposent rapidement la DIMENSION
INTERNATIONALE

\* Les marchés sont souvent trés FLUCTUANTS Y,

/4 - RESTE LE PROBLEME DES DECHETS )

* [ 'extraction et la valorisation de FAIBLES QUANTITES " ne résolvent
pas les problemes PONDERAUX

/
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-

BILAN :

L

Parfenaires : 2 industriels + CEVA + CRITT
Non faisabilité technologique

Partenaires : 2 industriels + CEVA + CRITT
Non faisabilité technologique et économique

SOLDE DU DOSSIER

Parfenaires : 2 industriels + CRITT

- Phase [laborafoire
- Phase pré-pilofe

DIMENSIONNEMENT INDUSTRIEL
PROTECTION INDUSTRIELLE

CONCLUSION :
NE JAMAIS FERMER UN DOSSIER DEFINITIVEMENT

CRITT Biotechnologies Chimie fine et Environnement en Bretagne / Mai 1991
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CONCLUSION :

pour clore cette trop courte session consacrée a la valorisation des produits et
apporter queiques données complémentaires a ce qui vient d'étre exposé on peut préciser les
€léments suivants.

Tout d'abord en terme de potentiel de valorisation et d'exploitation des
ressources, le milieu marin constitue un téservoir considérable de ressources remouvelables.
L'activité de péche, tout en restant une activité de cueillette connaissant un taux élevé de
gaspillage, n'en exploite qu'une faible partie. Plus des 2/3 de la biomasse animale péchée sont en
effet constitués par seulement 70 espices de poisson, crustacés et mollusques. Cette utilisation
limitée mais trés ciblée peut paradoxalement aussi conduire a une surexploitation de certaines
espeéces.

L'apport des biotechnologies dans le domaine des péches et cultures marines
bien qu'encore limité actuellement est potentillement important en particulier en terme de meilleure
gestion des ressources exploitées.

On peut distinguer trois niveaux d'application des biotechnologies pouvant
contribuer i la réalisation de cet objectif. Premiérement, celui de l'amélioration et du contréle de la
qualité des produits, sujet que nous n'avons pu aborder aujourdhui. Rappelons simplement tout
l'intérét de disposer d'outils type biocapteurs, immuno ou enzymotests permettant d'accroitre le
suivi des produits dans les différentes phases allant de la péche au stockage et a la transformation.

Un deuxiéme niveau d'application des biotechnologies concerne la
transformation des produits. Parmi celles—ci citons les lactofermentations permettant d'augmenter
la durée de vie de certains produits par un effet de flore barriére, l'obtention de nouveaux produits,
la production d'emsilage pour l'alimentation animale ou encore les traitements enzymatiques de
produits marins facilitants lesiopérations de pelage, décorticage ou séparation de constituants.

Enfin, le troisiéme niveau d'application, a la frontiére de la chimie fine et des
biotechnologies, vise a I'exploitation de ressources marines disponibles quantitativement pour en
extraire des substances d'intérét industriel dans des secteurs aussi divers que l'agroalimentaire, la
diététique, la cosmétique ou la pharmacie. Une bonne illustration en a été donnée par l'extraction
purification de la chitine et de ses dérivés.

Les différents niveaux d'application et les nombreux développement qui en
découlent conduisent a l'émergence dun. concept nouveau de valorisation industrielle des
ressources exploitées. Ce demnier est illustré dans le tableau ci—dessous. Cette stratégie de
valorisation plus compléte des ressources exploitées commence a étfe mis en oeuvre dans des pays,
tels le Japon, la Norvege et I'Islande ou le poids économique des péches et cultures marines est
important. Les formes nouvelies de valorisation a la frontitre de la chimie fine impliquent une
approche pluridisciplinaire particuliérement caractéristique des biotechnologies. :
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THEME VI

TRANSFERT DE GENES



STRATEGIE DE RECHERCHES SUR LA TRANSGENOSE CHEZ LES INVERTEBRES
MARINS EN VUE DE L'OBTENTION DE SOUCHES RESISTANTES AUX MALADIES.

E. Mialhe, J.P. Cadoret, S. Gendreau, J. M. Delecheneau,
C. Rousseau, E. Bachére, V. Boulo, D. Noél, T. Noél,
J. Rodriguez, M. Ohresser, R. M. Le Deuff et R. S. Lee.

Unité de Recherches en Pathologie, Immunologie et
Geénétique Moléculaire
IFREMER, BP 133, 17350 La TREMBLADE

Les maladies infectieuses des mollusques et des crustacés d'intérét aquacole limitent
généralement et annihilent parfois leur production - De plus, de nouveaux agents pathogénes de
divers types sont régulierement identifiés (protozoaires et procaryotes intracellulaires, bactéries,
virus), ce qui a conduit & considérer les recherches en pathologie dans une optique
prophylactique et essentiellement "méthodologique”. En effet, l'objectif est de pouvoir appliquer
le plus largement possible &4 différentes maladies les résultats acquis pour une pathologie

particuliére.

Cette stratégie de recherches a été initiée par la mise au point de méthodes d'isolement et de
purification des agents pathogénes qui, exeptées les bactéries, ne peuvent &tre cultivés in vitro
compte tenu de 'absence de lignées eeliulaires de ces animaux et de la nature intracellulaire de la
majorité des agents. Les protocoles ont été ainsi établis pour des protozoaires tels que Marteilia

(1) et Bonamia (2), puis progressivement adaptés 4 d'autres parasites (3, 4).

Le premier domaine d'application de ces méthodes de purification a été la préparation d'anticorps
polyclonaux et monoclonaux et de sondes nucléiques (5, 6, 7, 8, 9), qui constituent des réactifs
particuliérement bien adaptés & divers types de techniques de diagnostic (10), mieux adaptées
que l'histologie pour effectuer des contrdles zoosanitaires efficaces &4 1'échelle internationale. Pour
plusieurs pathologies 4 caractére pan-endémique, ces méthodes de diagnostic sont développées.

dans le cadre de collaborations internationales afin d'essayer de standardiser les techniques.

La possibilité d'isoler et de purifier des agents pathogénes a ouvert la voie a des travaux de
pathologie expérimentale & l'échelle de l'animal. L'injection de suspensions purifiées et
quantifiées de parasites a subséquemment conduit 4 la reproduction de la maladie et 4 la
détermination de doses infectieuses 50% (11). La sensibilité & un agent infectieux peut donc étre
analysée et des comparaisons objectives peuvent étre établies entre individus ou entre souches.
La sélection d'individus résistants a été ainsi entreprise pour la bonamiose de ['huitre plate. Une

telle sélection, qui reléve d'une approche quantitative de la génétique , est cependant
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relativement empirique dans la mesure ol les bases génétiques de la résistance au parasite sont
indéterminées. Par ailleurs, la sélection d'un caractére de résistance risque d'étre complexe du

fait d'une possible liaison avec d'autres critéres génétiques qui peuvent étre désavantageux.

Ces progrés méthodologiques de pathologie expérimentale ont été transposés in vifro et ont
modifié profondément les travaux pionniers d'immunologie anti-infectieuse des invertébrés
marins puisque la réponse immunitaire est maintenant étudiée vis—a—vis d'agents pathogénes
spécifiques. Diverses méthodes dimmunoclogie ont été adaptées 4 ces animaux (séparation et
culture des hémocytes, chimioluminescence, etc..) (12, 13) et des tests biologiques ont été établis
pour analyser les effecteurs immunitaires cellulaires et humoraux et leur implication dans la
destruction de différents types de pathogénes. Ces travaux ont pour objectif d'identifier des génes
codant pour des protéines antimicrobiennes et des cytokines. Parallélement, des molécules
recombinantes hétérologues, notamment d'insectes (cecropines, attacines, etc..), sont prises en
considération, soit pour étudier leurs effets sur les agents pathogénes d'invertébrés marins, soit

pour rechercher des génes homologues chez ces animaux.

Ces travaux d'immunologie reposent largement sur des techniques de biologie moléculaire et
devraient déboucher sur des applications en biotechnologie par le biais des méthodes de transfert
de génes. En effet, les exemples d'application du transfert de génes a l'obtention de souches
résistantes & des maladies infectieuses sont de plus en plus nombreux chez les plantes (14) et
concernent depuis peu les animaux supérieurs. Cette résistance est consécutive 4 l'expression de
génes codant pour des protéines 4 fonction immunitaire plus ou moins spécifique (15, 16, 17) ou,
alternativement, a l'expression de séquences virales, en particulier de protéines qui perturbent la
décapsidation du virus ou d'ARN antisens qui perturbent la traduction de protéines virales (18,
19).

Face aux problémes de pathologie infectieuse chez les invertébrés marins, pour lesquels la
vaccination et les traitements sont par ailleurs inconcevables, la transgénose apparait donc
particuliérement prometteuse. Cet axe de recherches est d'ailleurs connexe avec les programmes
développés en entomologie pour créer des souches d'insectes résistants aux maladies ou aux
insecticides dans les cas d'insectes utiles telles que les abeilles. En entomologie médicale, il s'agit
de créer des souches non-vectrices qui résistent ou soient réfractaires aux parasites transmis a
I'homme et aux animaux domestiques (20, 21, 22, 28). A cet égard, il est certain que la
transgénose des mollusques et des crustacés se situe davantage dans le domaine général de la
biologie et de la génétique moiéculgire que dans celui des biotechnologies marines. Ainsi la
stratégie de recherches sur la iransgénose établie pour ces invertébrés marins apparait trés

similaire & celles retenues pour d'autres invertébrés (Fig. 1).
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De nombreuses et excellentes publications de synthése (24, 25) ont fait le point sur les
méthodologies de transfert de génes dont certaines pouvaient étre adaptées aux bivalves et aux

crevettes pénéides qui représentent la quasi—majorité des espéces marines élevées.

Initialement, les travaux ont été focalisés sur les méthodes d'introduction d'ADN dans les

ovocytes ou les embryons.

Les traitements électriques des ovocytes ou des embryons ont été expérimentés chez la moule et
1huitre et, aprés une phase de mise au point d'un milieu et de détermination des paramétres des
champs électriques (durée, intensité et nombre de pulses), ils se sont révélés efficaces pour
provoquer des phénoménes d'électroporation et d'électrofusion de blastoméres induisant
notamment des individus polyploides (26). Cette technique présente I'avantage de pouvoir traiter
un grand nombre d'embryons mais l'introduction d'ADN n'est pas assurée et peut étre trés
variable. L'électroporation sera donc reconsidérée ultérieurement, quand des marqueurs de
sélection sous contréle de promoteurs efficaces auront été identifiés, ce qui permettra d'associer

un test de criblage des embryons transformés 4 la simplicité de l'électroporation.

La microinjection est une technique classique de transfert de génes particuliérement fiable en ce
qui concerne l'introduction effective d'ADN qui est directement contrdlée sous le microscope. Par
contre, cette technique est relativement sophistiquée et a nécessité de nombreuses
expérimentations pour la conception et ['optimisation des microinstruments ainsi que pour
l'acquisition d'un savoir faire permettant de microinjecter plusieurs dizaines d'embryons de
mollusques ou de crevettes (27). Compte tenu des taux de transformation trés faibles qui sont
généralement observés consécutivement & linjection de construits dépourvus de capacités
d'intégration particuliéres (rétrovirus, transposons), la microinjection est & court terme plus utile
pour tester l'efficacité de promoteurs que pour tenter d'obtenir des individus transgéniques. Des
résultats & caractére préliminaire ont indiqué que le promoteur viral du CMV serait susceptible
d'induire l'expression transitoire d'un géne marqueur (lac-Z). D'autres promoteurs hétérologues,
notamment d'insectes et de virus, sont actuellement étudiés parallélement & la recherche de
promoteurs homologues de génes qui ont été caractérisés dans plusieurs groupes zoologiques et
présentent de fortes homologies (protéines "heat shock” , actine, etc..), ce qui facilite grandement
leur identification et leur caractérisation (oligonucléotides correspondant a des séqueneces

consensus, criblage de bangque de cADN, PCR, PCR inverse)
Par référence aux travaux réalisés chez la souris (24) sur l'obtention, & des taux élevés,

d'individus transgéniques en "mosaique” résultant de l'implantation au stade blastula de

blastoméres préalablement transformés in vifro, des travaux ont été initiés, d'une part sur la

212




"macroinjection” dans I'embryon de cellules de petite taille (spermatozoides) et, d'autre part sur la
dissociation et la lipotransfection de blastoméres de mollusques et de crustacé. La disponibilité de
cet ensemble de méthodes serait particuliérement utile car lidentification de rares cellules
transformées et leur implantation sélective pourrait compenser l'absence de vecteur
d'intégration. Cependant , cette approche est rendue aléatoire par le manque de connaissances

relatives 3 la culture in vitro des cellules d'invertébrés marins (28).

La transgénose chez les mollusques et les crustacés dispose donc 4 ce jour de méthodologies de
base similaires 4 celles acquises chez les insectes autres que les drosophiles. En effet, chez ces
derniéres, l'existence de transposons (élément P) a contribué & la banalisation des travaux sur la
transgénose au méme titre que les rétrovirus chez certains vertébrés. Malheureusement, ce
transposon s'est avéré inexploitable chez d'autres espéces d'insectes, en raison probablement de
I'absence de production de transposase (22, 23). Dans ce contexte, il apparait urgent de
développer, comme cela est le cas pour plusieurs groupes d'insectes, des études sur les génomes de
ces invertébrés marins afin de rechercher des éléments de type rétroposons, mais aussi des
promoteurs, des séquences régulatrices, ete.. A l'instar également des priorités définies pour la
transgénose chez les insectes, la recherche de systémes vecteurs d'intégration doit étre considérée
prioritairement pour les mollusques et les crustacés. Dans cette optique, une tumeur hémocytaire
de la moule est particuliérement étudiée car elle est infectieuse et une étiologie rétrovirale est
soupconnée (7). L'utilisation d'intégrases rétrovirales recombinantes est une alternative
particuliérement intéressante dans la mesure ol ces "DNA-binding proteins’ semblent étre

fonctionelles de facon non spécifique (29).

En conclusion, la transgénose des invertébrés marins, dont les applications premiéres concernent
la pathologie et I'immunologie, nécessitera de nombreuses collaborations entre équipes dont les
compétences sont thématiquement complémentaires. Il faut souligner cependant que la multitude
des applications de la transgénose, que ce soit en oncologie, en endocrinologie, en génétique, ete..,
lui confére en tant que méthodologie une importance similaire a celle qui a été démontrée pour la
culture cellulaire, en permettant maintenant d'aborder les études non plus a l'échelle de la cellule
mais & celle de l'organisme entier. Il faut espérer que les instances dirigeantes de la recherche
soutiendront les travaux sur la transgénose des mollusques et des crustacés, ceci afin d'éviter de
reproduire la situation concernant la culture cellulaire pour laquelle I'absence de lignées établies

constitue toujours une carence majeure.
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PATHOLOGIE:

- purification des agents pathogénes
- caractérisation génétique
{(séquences virales/antisens)

IMMUNOLOGIE:

- caractérisation de génes immunitaires
{protéines antimicrobiennes, cytokines)
- étude de lactivité microbicide
de molécules recombinantes sur
des agents pathogénes spéecifiques.

Figure l: Stratépie de recherches sur la transgénose chez les moliusques et les
crustacés en vue de 1'obtention de souches résistantes aax maladies.

TRANSGENOSE CHEZ LES ANIMAUX ET LES PLANTES
Insectes résistants aux agents pathogénes
spécifiques ou transmis

A 4

METHODOLOGIES DE TRANSGENOSE GENETIQUE MOLECULAIRE:
CHEZ LES MOLLUSQUES ET LES CRUSTACES:
- caractérisation de promoteurs

- électroporation / ADN {spécificité spatio~temporelle}

- microinjection ; ADN ~ recherche de retrotransposons

- "macroinjection’/blastoméres (vecteurs d'intégration)

- transformation de blastoméres - caractérisation de séquences cibles
- étude de promoteurs hétérologues ("gene targetting”)

- &tude de vecteurs d'intégration - caractérisation de génes

- étude d'integrases ("immunitaires, ete...)

A 4

APPLICATIONS DE LA TRANSGENOSE

- pathologie infectieuse / résistance:
‘génes immunitaires {cecropines, attacines. etc..)
‘séquences virales antisens

- oncologie / tumorisation / culture cellulaire

~ endocrinologie
- génétique moléculaire
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THEME VII

BIOTECHNOLOGIES ET LUTTES CONTRE LES

POLLUTIONS MARINES DUES AUX HYDROCARBURES



TRAITEMENT DU PETROLE BRUT PAR FERMENTATION :
BIODEGRADATION, PRODUCTION DE BIOMASSE
ET DE BIOSURFACTANTS

BERTRAND J.C., GILEWICZ M.

Centre d'Océanologie de Marseille (UA 41)
Campus de Luminy - Case 901
F 13288 MARSEILLE CEDEX 9

MILLE G.

Laboratoire de Spectroscopie Moléculaire - UA 1409
Faculté des Sciences et Techniques de Saint Jéréome
13397 MARSEILLE CEDEX 13

INTRODUCTION

La biodégradation est un facteur essentiel dans 1'élimination des polluants
rejetés dans le milieu marin et notamment des hydrocarbures, dont le devenir en
mer est, en termes qualitatifs, relativement bien connu (ATLAS, 1981 ;
BERTRAND & MILLE, 1989 ; FLOODGATE, 1984 ; LEAHY & COLWELL,
1990).

La dégradation de ces composés par voie biologique est de plus en plus
envisageable et dans certaines conditions elle peut étre le moyen le mieux adapté et
le plus efficace de traitement (ATLAS, 1977 ; BARTHA & ATLAS, 1977 ;
BARTHA, 1986 ; LEAHY & COLWELL, 1990 ; PRITCHARD & COSTA, 1991).
Parmi ces moyens, on peut dés a présent prendre en compte les procédés de
fermentation qui permettent dans un environnement controlé l'optimisation des
processus de biodégradation.

Le but de cet article est d'évoquer les données fondamentales sur lesquelles
s'appuie ce type d'approche, de préciser sa mise en ocuvre et de tenter d'en définir
les possibilités et les limites.
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Le développement de cette biotechnologie fait appel aux conclusions
auxquelles ont abouti les études entreprises sur la physiologie et I'écologie des
microorganismes hydrocarbonoclastes. Nous les résumerons :

1) les hydrocarbures pour étre assimilés par la cellule doivent étre
solubilisés ou émulsifiés. Ce conditionnement du substrat fait intervenir la plupart
du temps des molécules possédant des propriétés tensio-actives, appelées
biosurfactants, produites par les microorganismes lors de leur croissance sur
hydrocarbures (COOPER, 1986 ; ROSENBERG, 1986).

2) la croissance sur hydrocarbures est un processus essentiellement aérobie
et la demande en oxygéne pour 'oxydation d'un hydrocarbure est plus de 2 fois
supérieure a celle nécessaire pour 'oxydation d'un hydrate de carbone (EINSELE,
1983). L'oxydation d'un gramme de pétrole demande 3.5 g d'oxygene (ZOBELL,
1969).

Il est intéressant de rappeler que l'utilisation des hydrocarbures en
anaérobiose, qui fait toujours l'objet de nombreuses controverses, est a présent
clairement établie. Cependant, elle ne concerne qu'un nombre limité de molécules et
il s'agit d'un processus extrémement lent (BERTRAND et al., 1989)

3) Pour dégrader un pétrole dans des conditions optimales il faut maintenir
des rapports C/N et C/P corrects (C/N/P - 1/10/100). De l'azote et du phosphore
seront donc rajoutés au milieu de culture préparé avec de I'eau de mer naturelle qui
en contient toujours des quantités insuffisantes.

4) Pour dégrader un substrat aussi complexe que le pétrole il faut utiliser
des communautés bactériennes constituées de souches possédant des activités
métaboliques complémentaires.

En culture continue dans un fermenteur il y a maintien des conditions qui
conduisent & une biodégradation maximale : pas de limitation en azote, phosphore-
oxygene, régulation du pH et de la température. Un bioréacteur est un systéme
ouvert qui permet 1'élimination des produits du métabolisme susceptibles d'inhiber
l'activité des microorganismes impliqués dans la biodégradation des hydrocarbures
(ATLAS & BARTHA, 1973 ; SCHAEFFER et al., 1979 TEH, 1974). La production
de biomasse et de biosurfactants, sur laquelle nous reviendrons, assurent la
valorisation du procédé.
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Notons enfin que dans cette approche, les microorganismes sélectionnés
doivent étre isolés de la zone contaminée. II s'agit de communautés bactériennes
naturelles adaptées a la fois aux hydrocarbures que I'on souhaite traiter et a une aire
géographique déterminée. Ces communautés ne représentent donc pas une menace
pour l'environnement et peuvent ainsi €tre déversées dans le milieu.

Trois inconvénients majeurs doivent étre pris en compte. Le premier réside
dans le fait qu'il faut récupérer et transporter les hydrocarbures. Le second
concerne le colit de l'installation, de l'entretien et du fonctionnement. La mise en
oeuvre d'un tel procédé exige que l'ensemble des opérations (excepté l'isolement
des communautés et leur conservation) soit effectué dans des conditions non stériles.
Le troisi¢me inconvénient est relatif aux limites d'utilisation et celles-ci seront
précisées dans la rubrique "discussion et conclusion”.

La communauté bactérienne a été isolée d'une zone polluée chroniquement
par des produits pétroliers (émissaire d'un raffinerie) et elle est composée de 8
souches qui ont été isolées et identifiées (AL MALLAH et al., 1990 ; GOUTX ez al.
1987, 1989 ; RAMBELOARISOA er al., 1984). De I'azote et du phosphore sont
rajout€s a 'eau de mer, la pO2 est maintenue & 100 %, la température a 28° C, le
pH a 8. La dégradation ne se produit que dans la mesure ol le pétrole est introduit
dans le bioréacteur sous forme émulsifiée (BERTRAND ef al., 1983). Cette
opération est réalis€e grice aux biosurfactants produits par la communauté
bactérienne. Ils sont récupérés 2 la sortie du réacteur (figure 1) et rajoutés a I'eau
de mer qui alimente ce dernier ; 1'émulsification se fait au niveau d'une "boucle
d'émulsification” (MATTEI e al., 1986).

Un dispositif d'ultrafiltration permet un recyclage externe des cellules qui
maintient une biomasse élevée. Les conditions optimales de dégradation ont été
établies en utilisant des matrices expérimentales de Doehlert (DUMENIL ez al.,
1988). Un pourcentage de dégradation de 80 % est atteint pour une biomasse de 7,6
g/l et un taux de dégradation de 0.73 g/i/h. L'analyse du pétrole dégradée démontre
une attaque non sélective des différentes fractions : saturée (90 %), aromatique (78
%), polaire (60 %) et asphalténique (65 %).
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Figure 1 : Schéma du dispositif expérimental utilisé pour Ia dégradation en

continu_dun pétrole brut (Mattéi er al., 1986). P = Pompe ; CUF = Cassette
d'ultrafiltration.

UN. EXEMPLE DAPPLICATJO_N "IN SITUT

Cette étude avait pour but d'établir les possibilités de (bio)dégradation de
déchets pétroliers récupérés apres 1'échouage de I'Amoco Cadiz et stockés dans une
fosse -dite fosse Polmar- située dans l'enceinte de la SMP de Brest. Les résidus
pétroliers (4000 tonnes) étaient composés de 42,5 % d'eau, 2,65 % de dépdts (dont
1,65 % inorganiques) et 55 % d'hydrocarbures (extractibles au CCl4). (Les
analyses chimiques ont été effectuéess par le Laboratoire Municipal de la ville de
Brest).
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Le protocole expérimental comportait trois étapes (figure 2).

1) Isolement d'une communauté bactérienne capable de se développer sur les
hydrocarbures contenus dans les déchets.

2) Croissance en "batch” de cette communauté dans un fermenteur de 20
litres.

3) Croissance en culture "semi-continue” dans un fermenteur de 500 litres.

air

-0y
1 }

[ rr—

vl

O o ©

Figure 2 : Schéma du protocole expérimental mis en oeuvre pour désrader

dans un bioréacteur de 500 litres.

1 : carotte de sédiment ; 2 : isolement de la communauté bactérienne ; C1 :
croissance sur milieu riche plus déchets ; C2 : croissance sur déchets ; 3 : culture
en "batch” dans un fermenteur de 20 litres ; 4 : culture semi-continue dans un
fermenteur de 500 litres ; P1 : pompe de circulation ; P2 : pompe 2 vis ; S : substrat
; EMN : eau de mer naturelle enrichie en azote et en phosphore.

La communauté bactérienne a été isolée de la couche superficielle d'un
sédiment prélevé dans I'Aber Benoit, zone polluée par les hydrocarbures aprés
I'échouage de 'Amoco Cadiz (800 mg/Kg sédiment poids sec). La communauté
comprend 8 genres (Pseudomonas, Flavobactérium et Alcaligenes). (L'analyse
bactériologique a été réalisée par le Laboratoire de Zoologie de I'Université de
Bretagne Occidentale). Le fermenteur (Biolafitte) de 20 litres (17,5 litres de
volume utile) était ensemencé avec un innoculum de 1,6 litres (4 fioles de Fernback
de 2 1 contenant chacune 0,4 1 de milien) de cultures effectuées en eau de mer
naturelle, non filtrée, enrichie en azote, phosphore et fer et contenant 2g/l de
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déchets. Dans le fermenteur (température : 30° C ; pO2 maintenue a 100 % ;
agitation : 750 rpm) la concentration en déchets était de 14 g/l et aprés 4 jours de
culture le pourcentage de dégradation atteignait 75 %.

En ce qui concemne les expériences de dégradation en "semi-continu”, le
bioréacteur utilisé se caractérise par un type de fonctionnement différent sur le plan
mécanique et de l'aération, du bioréacteur utilisé pour les cultures en "batch”
(Biolafitte). Le principe de ce réacteur (réacteur biclogique, Emulsair Société
SAPS anticorrosion France) repose sur l'utilisation d'un mélangeur externe de type
venturi, assurant l'arrivée dans le réacteur d'une véritable émulsion constituée entre
l'air d'apport et le liquide traversant le venturi. Afin d'assurer une émulsification
maximale des déchets un aliquote de l'effluent était ajouté au milieu de culture
(milieu de culture/effluent : 1/10). L'effluent contenait les biosurfactants produits
par la communauté bactérienne lors de sa croissance sur les hydrocarbures présents
dans les résidus pétroliers.

Ce bioréacteur était 1'€quivalent de la "boucle d'‘émulsification” utilisée dans
le procédé décrit par MATTEI er al., (1986). La culture est qualifiée de semi-
continue car, compte tenu de sa viscosité, le substrat était introduit dans le
fermenteur a l'aide d'une pompe & vis qui fonctionnait toutes les demi-heures. Par
ailleurs, pour éviter qu'une partie du résidu introduit ne reste en surface, deux
précautions ont dfi étre prises : le volume utile du réacteur a été ramené de 500 1 2
350 1 et le point d'injection du substrat pétrolier rapproché de la pompe de
circulation. Pour une concentration en substrat de 50 g/l, un taux de dilution de 0,1
h-1 et des expériences d'une durée de 6 jours, les pourcentages de dégradation
étaient compris entre 70 et 80 %, avec des concentrations cellulaires comprises
entre 5.108 et 1.3 109 cellules par ml.

Si ces travaux démontrent la fiabilité du traitement, ils ne peuvent cependant
étre considérés que comme préliminaires. En effet, les analyses ne concernent que
les hydrocarbures totaux et il manque des informations concernant les molécules les
plus récalcitrantes 2 la biodégradation : composés polyaromatiques, polaires et
asphalténiques. De plus, le bilan en carbone n'a pas été fait et on ne connait pas en
particulier les pertes par évaporation qui, compte tenu de la conception du
bioréacteur utilisé, sont trés importantes. '
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La dégradation des hydrocarbures par fermentation est un traitement trés
efficace. Ils confirment les résultats acquis en culture en milieu non renouvelé o
des pourcentages €levés de biodégradation du pétrole brut par des communautés
bactériennes naturelles ont ét€ obtenus dans de nombreux laboratoires (ATLAS,
1977 ; BERTRAND & MILLE, 1989 ; LEAHY & COLWELL, 1990).

Une originalité des résultats acquis en culture continue concerne la mise en
évidence d'une attaque simultanée des différentes fractions d'hydrocarbures -en
particulier la fraction asphalténique- en désaccord avec les conclusions établies a
partir de cultures en "batch” (WALKER er al., 1973). La biodégradation des
asphalttnes s'effectue trés vraisemblablement par cooxydation ; en effet, RONTANI
et al. (1985) ont démontré que la communauté bactérienne EM4 sélectionnée ne
peut se développer sur la fraction asphalténique en l'absence de tout autre substrat
de croissance. Par contre, en présence d'une coupe de paraffine (C12-C18) le
pourc‘entage de dégradation des asphalténes est de 45 %. Les paraffines qui sont en
totalité dégradées, doivent a la fois servir de co-substrats et permettre la production
de biosurfactants qui vont assurer la solubilisation et/ou I'émulsification des
asphalténes. L'absence de sélectivité dans la dégradation des différentes familles de
produits pétroliers a €également été observé par Horowitz et Atlas (1977), qui ont
suivi l'évolution d'un pétrole dans un systéme a flux continu, constitué d'un
réservoir de 250 litres, implanté in situ sur les ctes de 1'Océan Arctique. Ces
auteurs supposent, qu'a basse température, les phénomenes de cométabolisme jouent
un rdle déterminant dans les taux de dégradation.

Une autre propriété de ce type de traitement par fermentation concerne la
production de biomasse cellulaire qui peut étre considérée comme une source de
protéines (DUMENIL er ai., 1988), mais qui représente surtout un moyen
d'ensemencement important de la zone d'implantation du fermenteur. Cet apport
dans le milieu de cellules bactériennes (qui sont dans un état d'activité maximale de
croissance sur hydrocarbures), s'accompagne de la libération de biosurfactants qui
vont favoriser les processus de biodégradation dans la zone traitée. Les
biosurfactants peuvent également étre récupérés (MATTEI & BERTRAND, 1985).
En effet, la demande en bio-tensioactifs est significative dans les industries
alimentaires, pharmaceutiques et pétrolieres. Ces composés peuvent €tre aussi
employés pour le nettoyage de surfaces polluées par des produits pétroliers
(HARVEY et al., 1990).

11 reste a préciser les possibilités d'utilisation des procédés de fermentation.
Un bioréacteur ne peut €tre mis en place que sur, ou a proximité, d'un site pollué
car, comme nous l'avons déja signalé, le prix du transport des déchets est prohibitif.
Précisons également, qu'il est impossible d'implanter des fermenteurs de gros
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volume sur des navires qui se déplaceraient sur la zone ot est localisée la pollution.
La mise en oeuvre d'un tel traitement peut raisonnablement étre envisagée dans
plusieurs situations : traitement des déchets, réhabilitation dune zone littorale
limitée, épuration d'eaux industriclles, nettoyage de cuves de stockage ou de cuves
de péiroliers (BANAT et al., 1991), implantation sur une plateforme off-shore.

Pour conclure, nous devons considérer que le développement de ce moyen
de lutte ne peut se faire que dans certaines conditions et pour résoudre que certains
problémes de pollution par les hydrocarbures ; il ne représente qu'un complément a
d'autres (bio) technologies.
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INTRODUCTION

Depuis le début des années 70, des progrés considérables ont été réalisés dans la compréhension des
mécanismes moléculaires de la dégradation des hydrocarbures cycliques ou linéaires par les bactéries de
I’environnement. Dans un premier temps, la biochimie de la dégradation de ces hydrocarbures a €té
étudiée ce qui a conduit & la mise en évidence d'un certain nombre de voies métaboliques majeures
(Davies et Evans, 1964; Murray et coll.,, 1972; Sala Trepat, Murray et Williams, 1972; Stanier et
Ornston, 1973; Stanier, 1976). Dans un second temps l'étude génétique de ces voies métaboliques a €té
entreprise (Chakrabarty , 1972; Chakrabarty, Chou et Gunsalus, 1973; Reinwald, Chakrabarty et
Gunsalus, 1973; Wong et Dunn, 1974; Williams et Murray, 1974; Worsey et Williams, 1975), ce qui a
conduit 2 1a localisation des geénes codant pour les enzymes qu'elles regroupent, puis a la découverte des
mécanismes moléculaires de régulation de leur expression génétique. Actuellement, ces systemes géné-
tiques complexes sont suffisamment connus pour qu'il devienne raisonnable d'envisager leur optimisa-
tion par les techniques du génie génétique et I’utilisation de bactéries ainsi optimisées pour le traitement
des pollutions par les hydrocarbures.

Les souches bactériennes responsables de la dégradation des hydrocarbures appartiennent essentiel -
lement au genre Pseudomonas, mais également aux genres Alcaligenes, Flavobacterium er Acinetobac-
ter. Pour la grande majorité des systémes génétiques connus, les génes permettant la dégradation des
hydrocarbures aromatiques et linéaires sont regroupés en régulons (ALK, TOL, NAH, SAL, CAM,
etc...). Ces régulons sont trés fréquemment des €léments génétiques mobiles (Tsuda et lino, 1987,
Tsuda et Iino, 1988; Tsuda et Iino, 1990), véhiculés par des transposons, ce qui leur permet de passer
facilement du chromosome bactérien A un plasmide et vice versa et d'étre transmis & d'autres bactéries
par conjugaison. '

DESCRIPTION DES SYSTEMES GENETIQUES

Nous ne décrirons que les trois systémes les mieux connus sur le plan génétique et moléculaire, a
savoir le régulon alk responsable de la dégradations des alcanes (Cg & C ) chez Pseudomonas oleovo-
rans, le régulon xy! responsable de la dégradation du toluéne et des xylénes chez Pseudomonas putida
mt-2, et enfin le régulon nah responsable de la dégradation du naphtaléne et du salicylate chez
Pseudomonas putida PpG7. '
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» Le systeme ALK

Le régulon alk a été identifié par le laboratoire de Coon en 1963, son appartenance au mégaplasmide
OCT a été décrite par le groupe de Chakrabarty en 1973, son étude génétique a été réalisée sur le plasmi-
de OCT de Pseudomonas putida par le groupe de Shapiro entre 1974 et 1984, mais son étude sur le plan
moléculaire a été€ essentiellement effectuée sur le plasmide pOCX de Pseudomonas oleovorans par le
groupe de Witholt, aux Pays Bas entre 1984 et 1990. -

Le plasmide pOCX est un mégaplasmide de 410 kbp porté par la souche TF4-IL de Pseudomonas
oleovorans. Ce plasmide porte ’opéron alk sous forme de deux loci séparés par environ 34 kbp (Fig.
1). Le premier locus appelé opéron alkBAC est sous la dépendance d’un promoteur P, et comprend
les génes alkB (sous-unité catalytique de I’alcane hydroxylase membranaire; 45,7 kDa), alkF (rubré- -
doxine 1 dont le rdle est encore inconnu; 14 kDa), alkG (rubrédoxine 2 associée a ’alkane hydroxylase;
18 kDa), alkH (alcanal déshydrogénase; 52 kDa), alk/ (alcanol déshydrogénase; 538 kDa) et enfin alkK
(59 kDa) et alkL (20 kDa) dont les rdles sont encore inconnus. Le second locus appelé alkR ne com-
prend que deux genes dont le premier, alkS code pour un protéine de régulation AlkR (99 kDa) capable
d’activer ’opéron a/KBAC en présence d’alcanes et le second alkT code pour une rubrédoxine réducta-
se (48 kDa) NADP-dépendante, fonctionnellement associée a [’alcane hydroxylase.

| U
€—Jjocusalkk R P opéron alk BAC  w———IPp

Ps —b | Pbzc —b
B alk S alk T oo —-Halk B altk H Y| alkJ alk K kL plasmide pOCX

alcane hydroxyiase alcool déshydrogénase aldéhyde
{multimére} membranaire déshydrogénase

U 0 4

R-CHy m————pp R:CH,OH = R-CHO —————Jp R-COOH

i) i)

alcool déshydrogénase aidéhyde

soluble déshydrogénase
alcA - ald A Chromosome

Figure 1: Organisation du régulon alk chez Pseudomonas oleovorans.

En présence ou en I’absence d’alcanes, le locus alkR est transcrit & faible niveau. Cependant en pré-
sence d’alcanes, la protéine AlkS forme avec ces demiers un complexe d’activation qui va stimuler la
transcrition de 1’opéron alkBAC au niveau du promoteur Py c. Il faut cependant noter que la seule étape
absolument indispensable pour conférer le phénotype Alk™ a la souche hote correspond a I’ étape d’hy-
droxylation de 1’alcane (Fig. 1), car les deux étapes suivantes, de déshydrogénation de I’alcanol et de
’alcanal peuvent &tre réalisées par les produits des génes chromosomiques aicA et aldA. L alcanoate
apres activation en acyl-CoA est ensuite dégradé par B-oxydation dans I’hélice de Lynen. La structure de
Pgac, promoteur de 1’opéron alkBAC a récemment €té publiée (Kok et coll., 1989). Il semblerait que
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-Pgac soit du type A54 (Fig. 2)

-24 -12 +1

G 54 T@CAT St aaT@T CNNNNNNNNNNNNN

NNN mRNA
+—10 bp—¥

=35 -10 +1
c70 T TGACANN.... NNTATAATINNNNNNNNNNN
17 bp @EINNN mRNA
1

Figure 2: Structure des promoieurs de type A54 et A70

11 est donc trés vraisemblable que la transcription de 1’opéron alkBAC nécessite 1’activité du géne rpoN

(facteur 6%4) et son association avec la RNA polymérase et la protéine activatrice comme cela a été décrit
pour les promoteurs OP1 et P, du plasmide TOL (Inouye et coll., 1990; voir Fig. x)

* Le systeme NAH

La voie métabolique de la dégradation du naphtaléne et les enzymes qui la composent ont €t€ décrites
par Davies et Evans en 1964. IIs ont montré 2 la suite de Strawinski et Stone (1943) que le salicylate
était un composé intermédiaire dans la dégradation du naphtaléne. Par la suite, Dunn et Gunsalus (1973)
ont montré que la dégradation du naphtaléne et du salicylate chez Pseudomonas putida G1 était sous la
dépendance d’un plasmide de 83 kbp qu’ils ont nommé NAH7. La plupart des études génétiques réali-
sées sur le plasmide NAH7 ont été conduites dans le laboratoire de Gunsalus. Deux opérons impliqués
dans la dégradation du naphtaléne ont identifiés sur le plasmide NAH7.

COOH
i “ Naha Nahs N.hc NahD@Lj NnhE @CHO NahF @

Hcmh‘
Nah
Pyruvate HO, o ahl 2, OH Uy, OH OH
- Nani “NahL | X ] 3
Acétaldéhyde al Hy QOH Oa-l NahK CDH NahdJ COG{mH Nahl mwk NahH OH
b e e e L L e L L L L L L L LA LEE Y s r T, . CathA et

Succinyl Co# Cc.scm C @coou io:coou cocH
+ - ~ .-— I~ .
Acétyl CoA CuF COCH  CatE WOH  Catp Qg CatC Gn  CatB CocH

Figure 3: Catabolisme du naphtaléne et du salicylate sous le contréle du plasmide NAH7.
A:Voie supérieure (opéron nah, plasmide NAH7) B:Voie méta (opéron sal, plasmide NAH7)
C: Voie ortho (opéron cat, chromosome).

Le premier opéron, nah, correspond 2 la voie métabolique dite “supérieure” et permet la dégrada-
tion du naphtaléne en salicylate (Fig. 3 encadré A). Le second opéron, sal, correspond i la voie métabo-
lique dite “méta” et permet la dégradation du salicylate en pyruvate et acétaldéhyde (Fig. 3 encadré B).
parallelement & la voie “méta”, une voie dite “ortho” dont les génes sont chromosomiques (opéron car)
permet la dégradation du catéchol en succinyl-Coa et acétyl-CoA

L’activation des opérons nah et sal par le géne nahR en présence d’un inducteur (salicylate) a €té
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mise en évidence par Schell en 1985. La vision d’ensemble de ce systeme génétique a finalement été
complétée par Tsuda et Ino (1990) qui ont montré que le régulon nah appartenait a un transposon défec-
tif qu’ils ont nommé Tn4655.

IR P —p - Pr P2 —» 134
thp A raa—l nei A (nsh 8 |nah C |nah D |nah E {nah F —nahﬁf- natt G \nah H|nshi inah M| nah L |nahJ nahK—E—
@ r Opéron nah # @ Opéron sal

R
+*
Salicylate

Figure 4: Organisation du transposon défectif Tn4655 (plasmide NAH7)

Le régulon nah est constitué de deux opérons, nah et sal, et d’un géne régulateur nahR. L opéron
nah (environ 14 kpb) comprend six génes: nahA (naphtaléne dioxygénase), nahB (cis-naphtaléne dihy-
drodiol déshydrogénase), nahC (1,2-dihydroxynaphtaiéne oxygénase), nahD (2-hydroxychroméne-2-
carboxylate isomérase), nahE (2-hydroxybenzalpyruvate aldolase) et nakif (salicylaldéhyde déshydrogé-
nase). L opéron sal (environ 12 kpb) en comprend 7: nahG (salicylate hydroxylase), nahH (catéchol
oxygénase), nahl (2-hydroxymuconique semialdéhyde déshydrogénase), nak/ (2-hydroxymuconate
tautomeérase), nahK (4-oxalocrotonate décarboxylase), nahl (2-oxo-pentenoate hydratase), nahN (2-hy-
droxymuconique semialdéhyde hydrolase). Le salicylate est I’inducteur qui, en interagissant avec la pro-
téine NahR (36 kDa), va lui permettre d’activer la transcription des opérons nah et sal au niveau des
promoteurs P; et P,. De fagon surprenante le naphtaléne n’est pas lui méme directement un inducteur
des opérons nah et sal. Cependant sa dégradatidn progressive en salicylate obtenue grice a 1’activité de
base de I’opéron na#, va permettre une induction secondaire des deux opérons. Les promoteurs P, et P,
sont de type A70 (Deretic et coll., 1989) et des séquences homologues situées en amont de P; et P, (en
position -70 par rapport au démarrage de la transcription de NahG) se sont révélées indispensables &
une induction significative par NahR (Schell et Wender, 1986). Il est vraisemblable que ces séquences
homologues (baptisées URS pour Upstream Regulatory Sequences) correspondent aux sites de fixation
de NahR sur I’ADN en amont des promoteurs.

10 2G 30 4G 3 0 T3 80 32 100
. . . - . . . . . ww
GICGACCAGCAACTGGT TCAACACCALCAGUAGGTT TAAAT CTAGGTCACGCAGT TCCATGEEECC TCEOTTGEE TTAT TSUTEETGICCOGLT
CAGCTGGTCGTTGACCAACTTGTGGTGETCCTCCAAATTTAGATCCASTGCCTCAAGGTACCCCCGAGTOAACCCAATAACTACCACSGGICES
AspValleuleuGlnasnPheValiValleuleuAsnLeuAspletAspArgleuGuMet

(€3]

G NahR
110 12C 130 140 150 160 i7C 180 193¢ 2CC
HERHXRE KX KX AEEX . + B2 35 - . P2~ 0. +—> NanG mRNA .

AATATTCATGTTGATGATT TAT TATATATCGAGTGGTGTAT T TATCAATAT TG TTTGCTCCGTTATCGTTATT AACAAGTCATCAATAAAGCCATC ATGA
TTATAAGTACARCTACTARATAATATATAGCTCACCACATARATAG T TATAACARACGAGGCAATAGCAATAATTGTTCAGTAGTTATTTCGGTAGTGCT

NahR mRNA <—-= pr =10 Pr =35
210 220 Z23C 240 250 260 27C
NzhG B . . . . .

MetlysAsnAsnlysleuGlyleuArclieGlylieValGlvGlyGlyIleSerGlyValThr
GIACAGCATGAAARACAATARACTTGGC TTGCGCATCEGTATCOTCGEOGGUGGAATTTCCGGTSTTACT
CATGTCGTACTT TT TS TTATTTGAACCGAACGLE TAGCCATAGC AGCCGCCGLCTTRAAGSCISTAATGA

Figure 5: Séquence séparant les génes nahARet nahG, contenant les promoteurs Pr (Pr-35
et Pr -10) ot P2 (P2 -35 et P2 -10) et la séquence URS (***) reconnue par NahR en amont
de P2 mais également en amont de P1 (voir Figure 6}). Le siie d’initiation de la transcription
correspond a la position relative +1 pour les messagers de NahR et NahG (- =).
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La figure 5 montre I’organisation de 1’ADN entre les genes nahR et nahG: les deux génes sont trans-
crits dans deux directions opposés, et 1l est interessant de noter que les zones -35 de leur promoteurs
respectifs (P, -35 et P, -35) bien que situées sur des brins différents sont localisées pratiquement au
méme endroit sur I’ADN. 11 est donc évident que la transcription d’un des deux génes va blogquer ou du
moins diminuer considérablement le taux de transcription du second. Cette situation de transcription al-
ternative est encore renforcée par la situation de la séquence URS puisque 1a prot€ine NahR activée par
le salicylate va, en se fixant sur la séquence URS, inhiber complétement sa propre transcription. Cette
situation est trés comparable a celle que nous décrirons plus loin pour les genes de régulation xyIR et
xyl1S du régulon TOL.

10 20 30 40 50 &0 10 80 20 100

MEXKX XX RK KX
GGTCACCGATCGCCTTTGATCGATTC TCCGCT TTCAARAATGGECGEEEECTCAAGTCAGCCAGAAATACATGACTACTTCAGACGATTCGCAGTATTCAC
CCACTGECTAGCGEAARCTAGC TAAGAGGCGARAGT T TTACCCGUCCCCGACT TCAGTCSGTCTTTATGTACTGATGAAGTCTECTAAGCGTCATAAGTG

110 nac 13 140 230 L80 175 180 ~20 200
NahA
® ok kwax 3 -3% 21 -2 «—> NanA mRNA MetG

GOTGGTGATAAACARAT AR TATCC T T TAT PEACAAATAAAACCACGC TCACOA TCATCEUGAATACAAATC T TATARAMAT TARGCC SEATTTATGS
CEACCACTATTIGT T TAAG T I CAT ACGAARTARC TG T TTAT T T TC G TGCGAGT GO TAGTAGCGCTTATG T T TAGAAT AT TTTTAAT TCGGCI TARATACT

210 220 230 249 250 280

luleuleulleGlnProAsnAsnArsleullelerfheSerProGlyalabsnleuleuGlu
AACTTCTCATACAGCCAARCAATCGCCTCATTAGCTTTAGTCCCEGCECTARCCTTCTGEAR
TTGAAGAGTATGTICGGTTTGTTAGCGSAGT ARTCGAARTC AGGGCCGCEGTISGARAGACCTT

Figure &: Séguence située en amont de nahA et du promoteur P1 (P1 -35 et P1 -10) et
contenant ia séquence URS (**) reconnue par NahR. Le site d'initiation de la transcription
correspond a la position reiative +1 pour le messagers de NahA (- >}.

La figure 6 montre la structure de I’ADN en amont du promoteur P, de I’opéron nah. Son organisa-
tion est trés similaire 4 celle décrite pour le promoteur P, de I'opéron sal et une séquence URS est égale-
ment retrouvee en position -70 par rapport au site d’initiation de la transcription de nahA.

« Le systéeme TOL

Les voie métabolique “ortho” et “méta” de la dégradation du benzoate, du toluéne et des xylénes ont
€té décrites pour I'essentiel au début des années 70 par les laboratoires de Williams (Murray et coll,
1972) et de Nakazawa (Nakazawa et Yokota, 1973). En 1974, Williams et Murray montre i’existence
du plasmide TOL (pWWQ, 117 kpb) chez Pseudomonas putida (arvilla) mt-2. Par la suite ’étude géné-
tique du régulon TOL a été réalisée par les laboratoires de Williams, Nakazawa et Timmis. C’est finale-
ment Tsuda et Ino qui montrérent en 1987 que le régulon TOL était porté par deux transposons “emboi-
t€s” I'un dans I'autre Tn4651 et Tn4653. |

Le régulon TOL comprend 2 opérons, I’opéron n°1 encore appelé opéron supérieur et 1’opéron n°2
encore appelé opéron méta. L’opéron supérieur, sous le controle du promoteur OP1 (ou P, de type
A54), débute par un cadre de lecture ouvert (ORF pour Open Reading Frame) dont le rdle demeure in-
connu. Il se poursuit avec les génés xylC (benzaldéhyde déshydrogénase, 57 kDa), xy/M (sous unité de
la xyléne oxygénase, 35 kDa), xylA4 (sous unité de Ia xylene oxygénase, 40 kDa), xy/B (alcool benzy-
lique déshydrogénase, 40 kDa), xyIN (rdle inconnu, 52 kDa) (Harayama et coll., 1989). L’opéron
méta, sous le contréle du promoteur OP2 (ou P, de type A70), est constitué des genes xy/X (sous
unité de la toluate 1,2-dioxygenase, 57 kDa), xy/¥ (sous unité de la toluate 1,2-dioxygenase, 20 kDa),
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xylZ (sous unité€ de la toluate 1,2-dioxygenase, 30 kDa), xyIL (1,2-dihydroxy-3,5-cyclohexadiéne-1-
carboxylate déshydrogénase, 28 kDa), xy/T (réle inconnu, 12 kDa), xy!E (catéchol 2,3-dioxygénase ou
metapyrocatéchase, 36 kDa), xy/G (semialdéhyde 2-hydroxymuconique déshydrogénase, 60 kDa),
xyIF (semiadéhyde 2-hydroxymuconique hydrolase, 34 kDa), xyl/ (2-oxopent-4énoate hydratase, 28
kDa), xyIQ (rdle inconnu, 42 kDa), xy/K (4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase, 39 kDa ), xy/ I (4-oxalo-
crotonate décarboxylase, 29 kDa) et xy/H (4-oxalocrotonate tautomérase, 4 kDa) (Harayama et Rekik,
19)90). Sous I’action des enzymes codées par ’opéron supérieur, les hydrocarbures sont métabolisés en
acides carboxyliques, alors que les enzymes de 1’opéron méta métabolisent les acides carboxyliques en
produits (acétaldéhyde ou propionaldéhyde et pyruvate) directement repris dans le cycle de Krebs (voir
Fig. 7).

COOH .

CH40H COOH E,.? o
@rw @ ,(o;r ,@ ,(o;t
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OH siAtzH OH

!;‘: ~ 16 e xyIE
(\ZOH /E\c?oon 4"—"‘“ coon EH— ! COOH
COOH coon Ry ®
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u RZ=CH3
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= COOH
xyiK L)
COOH R o - Vols "Orthe”
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Figure 7: Catabolisme du toluéne et des xylénes sous le contrdle du plasmide TOL.
A:Voie supérieure (opéron 1, plasmide TOL) B:Voie méta (opéron 2, plasmide TOL)

L'activité des opérons supérieur et méta est sous le contrble de deux génes de régulation xyIR et
xylS. Le géne xyIR est sous la dépendance d’un promoteur P, de type CEC70 (Deretic et coll., 1989) et

se trouve donc transcrit a faible niveau de maniére constitutive. Le géne xy{$, sous la dépendance d’un
promoteur de type A34, n’est efficacement transcrit qu’en présence d’activateur ( XyIR ) et d’un facteur

Ll

Inducteur 2
Rlﬂ +
Inducteur 1

Sec Sm

Figure 8: Régulation des opérons supérieur et meéta du plasmide TOL {(pWWQ),

: protéine XyIR inactive. R,.: protéine XylIR active. §;,: protéine XylS inactive. S,.:
protéme XylS active. Inducteur 1: toluéne, m et p-xyiéne (zicools et aldéhydes cor-
respondanrs a un moindre degré). Inducteur 2: benzoate, m et p-toluate. SRD:

séquences répétées directes. RpoN est le facteur og, indispensable & la transcription
des promoteurs de type A54 comme OP1 et Ps. Les autres promoteurs {(OP2 et Pr)

necessitent pour étre transcrits le facteur Gyg.
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sigma approprié (RpoN ou Gs,4) (voir Figure 8). En I’absence de XyIR le géne xylS n’est transcrit gu’'a
un faible niveau. Le promoteur OP1 étant, comme Py, de type A54 nécessite lui aussi la présence d’acti-

vateur (XyIR) et d’un facteur sigma Os4. Par contre le promoteur OP2 étant de type A70 nécessite 1a

présence d’un activateur (XylS) et du facteur sigma standard G;¢. En présence d’un inducteur de type 1
(hydrocarbure ou aldéhyde correspondant) la protéine XyIR, synthétisée a faible niveau de manigre
constitutive, va se trouver activée et va se fixer sur les séquences URS situées en amont du promoteurs
OP1 (en position -170 i -130) (voire Figure 10). La protéine XyIR ainsi fixée va pouvoir former un
complexe avec la protéine RpoN qui va pouvoir se fixer sur les séquences -24 et -12 du promoteur de
type A54. L’interaction de XyIR et de RpoN va entrainer la formation d’une boucle de I’ADN et la fixa-
tion A un taux accru de I’ ARN polymérase (ae’p8’) (voire Figure 9). Il résulte de cette succession d’éve-
nements une stimulation de 10 & 50 fois du taux de transcription de 1’opéron supérieur (Dixon, 1986;
Ramos, Mermod et Timmis, 1987; Inouye et coll., 1990).

RNApolymerase Transcription

1|i|

poN" |

A e

Promoteur OP1
=170 ~130 -24 -12

ADN

Figure 9: Modale d'activation du promoteur OP1 par XyiR en présence de m-xyléne,
du facteur 05,4 (RpoN) et d’ARN polymérase. D’aprés Inouye et coil, 1930,

951 CATAGGGCTCGGLGTESACGAAGATCTGACTT T TCTCGTTCARTAAGTARAMATCCAT AGT TCACGETTCTCT TAT TTTAATGTGGGCTGCTTGGTGTGA
GTATCCCGAGCCSCACC TG T T TAGACTGAL AR GAGCAAGT TAT TCET T TTTAGGTATCAAGT GCCARGAGAATAARAT TACACCCCACCARACCACACT
aTyrfroGlualafisvalPhelleGinsSerLysGluAsnLeuleuCysPneAspMer

— XyiS
1051 TGTACGAAMGGCGCCAAGTCCATCARAATGCATCTCGACGTGATGCETATACSGEGTTACCCCCATTGCCACGTTGCGCCATCCTT I TTGCAATCAGTGALC
ACATCTTTCCGCGGTICAGCTAC T T TACGTAGAGC TGCACTACGCATATGCCCAATGOGGETAACGGTGCAACCCGETAGGAAAARCGTTAGTCACT GG
’ XylS mRNA <—-
ACTTTTCCARGCAARAATAACGCCAAGCAGAACGARGACCTTC T T TTTAAGAAGCGAGAARCACCAGARAGTTCCTCCTGTCSESGCATGCCGCCATGAATT
TOAAR A GET I T AT TELG T T e T e T T GO T TO T GCAAGARAAATTC TTCSC TC T TGTGGTC T TCAAGCACGACAGCCLCGTACGCCGITGCTTAR
ps=12 Ps—24 Prl-3: Drl~10Pr2-35e-—> XylR mRNAl 2z2-10 +—> XylR mRNAZ
1251 GGCGGATAAAGGGGATCTGCGTTSAGGTGGATTTCAGTTAATCAATTGGTEAATCTTTCAGGACCACCTE&GCAAATGCTAAAGTGGCAGATGGAATGCT
CCGCCTAT TTCCCCTAGACGCARCTCCACCTAAAGTCAAT TAG T TAAG CAAT TAGARAGTCCTGEIGGATTCGTTTACGAT T ICACCGTCTACCTTACGA
URS1 URS2 URS3
1351 GAGCCGGCAAGCACAGECCTTCACETTGCARGGTAGTCATGAC CGAGTGAGCCTCTICATG T TCCGCCGEGTGEATCATCCCGATAARAACAAGAGGAAA
TCGGCCOTTCE TG T CCGEARCTGCARCE T TCCATCAG TAL TGGCSTCACTC GGAGACTACARGGCGGCCCACCTAGTAGGECTATTTTTGTTCTCCTTT
XyIR et
MetSerLeuThriyriysProlysMetSlnHisGluAspMerGlnAsplenSerSerGlnlleArgPhevValAlarlaGluGlyLysIleTrplen
1451 ACARATGTCGCTTACATACAAACCCAAGAT GCAGCATGAGEATATGCAAGACCTTAGCAGECAGATCCSTTTCSTIGCCGCEGAAGGCAAGATCTGGTTG
TGTTTACAGCCAATG TATGT T TGGGT TCTACGTCG TACTCCTATACG TTC TEGAATCGTCGGTC TAGGCAMAGCAACGGLGRCTTCCGTTCTAGACCAAS

—
ki
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Figure 10: Séquence séparant les génes xy/S et xy/R, contenant les promoteurs Ps
(Pr -24 et Pr -12) , PR1 (P1 .35 et P1 -10) et PR2 (P2 -35 et P2 -10) et ies 3
séquences URS (") reconnue par XyiR en amont de Ps mais également en amont de
OP1. Le site d’initiation de la transcription correspond a la position relative +1 pour
ies messagers de XyIS et de XyIR (~—).Les deux fléches situées dans la zone des
URS indiquent des palindromes.
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Le mécanisme d’action de XyIR au niveau du promoteur Ps est tout & fait similaire 4 ce qui vient
d’étre décrit pour OP1. La situation est cependant plus complexe du fait de la structure particuliere de la
région intercistronique xylS/xy/R qui ressemble beaucoup i celle des génes na#R/nahG du régulon
NAH. La région d’ADN située entre xylS et xylR contient les promoteurs P, et P,/P,, des deux genes.
Tant que la protéine XyIR n’a pas €t€ activée par un inducteur de type 1, cette zone d’ADN va rester
libre. Une transcription & faible niveau mais continue de xy/R va survenir puisque, en [’absence d’acti-
vation, xylS n’est ranscrit qu’a un faible niveau et que son opérateur, P, n’est pas situé au méme ni-
veau que les op€rateurs P, et P,. Cependant, dés que la protéine XylR est activée, elle va se fixer sur
les séquences URS en amont de xy/S, et bloquer sa propre transcription puisque les séquences URS se
situent exactement au niveau de P, et de P,,.

Lorsque la protéine XylS est synthétisée 2 faible niveau, elle peut stimuler la transcription de ’opé-
ron méta si elle est activée par un inducteur de type 2. En 'absence d’inducteur de type 2 et en présence
d’inducteur de type 1, ’accumulation de protéine XylS sous forme native (S;,) va permettre de stimuler
la transcription de I’opéron méta par déplacement de I’équilibre S;, <—> S,. (ce qui n’est pas le cas
pour XylR). Ainsi donc en présence d’un inducteur de type 1 I'opéron supérieur est activé le premier
puis }’opéron méta est activé lorsque XylS s’est accumulé en quantité suffisante. En présence d’induc-
teur de type 2 seul ’opéron méta est activé en raison de I’activation de la faible quantité de XylS synthé-
tisée en I’absénce de XyIR activée (Ramos, Mermod et Timmis, 1987).

Ce systeme de régulation sophistiqué représente un bel exemple de la complexité des structures mo-
léculaires qu’ont du développer les bactéries pour s’adapter aux variations de leur environnement méta-
bolique. Cependant le régulon TOL appartient lui méme a une structure génétique encore plus complexe
que Tsuda et Ino ont décrite en 1987, les tranposons Tn4651 et Tn4653.

La Figure 11 montre la structure “emboitées” des deux transposons contenant le régulon TOL dans
une zone limitée par des séquences répétées directes (SRD). B

Le transposon Tn4657 est la structure la plus interne. Il est limité par deux séquences répétées inver-
sées de 46 pb (SRI), posséde une transposase (tnpA) responsabie de la premiere €tape de la transposi-
tion (formation d’'un ADN cointégré avec duplication des séquences du transposon), une résolvase,
constituée des produits des deux geénes tnpS et mnpT, et responsable de la seconde €tape de la transposi-
tion (résolution de I’ADN cointégré) et enfin d’un site res au niveau duquel la résolvase effectue la re-
combinaison entre les transposons dupliqués.

a1t TN4E5Z In,
i a1l TNAEST i H

SR res SR SRD SRD res  SRI SRI
T AL : i
tnpA R tnpA clia sl N XY ZITE ¢ FJa KIHS{R u
: FLLL b L Eds f
Pr L] P1 P2 Ps Pr :
653 4851

RERIE DR S 5550305 T R s M 3030,
30 40 50 60 70 kbp

Figure 11: Structure des transposons Tn4657 et Tnd653. thpA: transposase, tnpH:
réscivase de Th4653, tnpSet tnpT: résolvase de Tnd651, res: site de résolution de
Tn4651, res*:site de résclution défectif de Tn4653. SRi: séquences répeétées inver-
sées, SRD: séguences répétées directes. D'aprés Tsuda et Imo, 1988.

A TI'intérieur du transposon Tn465/, le régulon TOL est encadré par deux séquences répétées di-
rectes (SRD), au niveau desquelles peuvent survenir des recombinaisons entrainant la délétion du seg-
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ment d’ADN situé entre elles, donc du régulon TOL., Ces délétions sont stimulées lorsque la bactérie
hote est cultivée en présence de benzoate. L.e mécanisme moléculaire sous-jacent a la stimulation par le
benzoate des recombinaisons entre SRD reste a déterminer.

Le Transposon Tn4653 contient entierement le transposon Tn46517. Tl est limit€ 4 ses deux extrémi-
tés par des séquences répétées inversées de 38 pb, et contient une résolvase (tnpA) et une transposase
vraisemblablement (tnpR) dont le messager commun semble transcrit 4 partir d’un promoteur commun
Pr,.s3 . Juste en aval de zapR se situe un site de résolution défectif res* qui manque d’une des trois
séquences de reconnaissance de TnpR (site I). Le couple TnpR et res* de Tn4653 est donc non fonc-
tionnel et c’est la transposase (tnpS et tnpR) de Tn4651 et son site res qui vont permettre la résolution
de Tn4653 apres cointégration.

Dans les souches porteuses de ce systéme il est fréquent d’isoler des bactéries sans plasmide ou I'un
des deux transposons s’est intégré dans le chromosome, et qui sont susceptibles de transformer un plas-
mide acquis (comme RP4 par exemple) en un plasmide TOL qui va pouvoir exporter par conjugaison, le
ou les transposons nouvellement acquis (mobilisation des transposons).

L’ETUDE GENETIQUE RAPIDE DES BACTERIES HYDROCARBONOCLASTES

Lorsque nous avons entrepris il y a prés de cing ans I’étude du traitement biologique des pollutions
par les hydrocarbures dans les riviéres, il nous est vite apparu qu’il était nécessaire de ne pas nous can-
tonner dans 1’utilisation des souches hydrocarbonoclastes décrites dans la littérature et adaptées depuis
longtemps & un environnement de laboratoire, mais qu’il était impératif de commencer par étudier les
bactéries hydrocarbonoclastes indigénes afin de définir I’environnement génétique sur lequel nous
avions l'intention de travailler. Apres avoir isolé prés d une centaines de souches différentes capables de
dégrader les hydrocarbures aromatiques et linéaires, nous avons réalisé que I’étude génétique détaillée
de toute ces souches par les méthodes traditionnelles représentait un travail gigantesque qu’il était im-
possible de mener a bien en quelques années. Nous avons donc entrepris la mise au point de méthodes
permettant une analyse génétique ultra-rapide des souches indigénes sur lesquelles nous ne possédions
aucune information.

La premiere €tape a été de faire le pari que les souches indigénes, nettement différentes des souches
décrites dans la littérature, devaient posséder des systemes génétiqﬁes assez voisins de ceux déja décrits
et qu’il serait possible de détecter ces homologies par hybridation. La seconde étape a donc constité 3
cloner systématiquement tous les genes impliqués dans la dégradation des hydrocarbures aromatiques
du systéme TOL (plasmide pWWO de 117 kpb) et tous les geénes impliqués dans la dégradation des al-
canes du systeme ALK (plasmide pOCX de 410 kpb). Ces génes ont été clonés dans un plasmide spé-
ctalisé baptis€é pGEM-3zf(-) qui permet de réaliser simplement des sondes d’ARN complémentaires des
geénes insérés dans le site de clonage multiple. La troisi¢me €tape a consisté i mettre au point une tech-
nique permettant de purifier rapidement des quantités suffisantes de plasmide ou de chromosome bacté-
rien pour pouvoir réaliser aisément des cartes génétiques détaillées. La demiére étape a consisté & mettre
au point une technique de cartographie génétique ultra-rapide permettant d’obienir en quelques jours la
carte détaillée d’un plasmide ou d’un fragment de chromosome. Pour cela nous avons en utilisé les en-
zymes de restriction a faible taux de coupure (Not I, 8fi I, Xba I) associées & 1’électrophorése & champs
pulsés qui permet de déterminer avec précision (erreur < 0,5%) la taille des trés gros fragments d’ ADN
générés par ces enzymes. Il suffit ensuite d’hybrider sur des digests de restriction les différentes sondes
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de la bliothéque pour localiser en quelques jours les principaux systémes génétiques portés par le plas-
mide ou le chromosome étudié.

Cette approche s’est avérée lourde & mettre en place, mais permet une analyse particulierement rapide
et efficace des bactéries indigénes hydrocarbonaclastes. Elle a permis de montrer par exemple que toutes
les souches isolées de la Seine et capables de dégrader le toluéne étaient porteuses soit d’un (ou de plu-
sieurs) plasmide TOL soit d’un (ou de plusieurs) transposon TOL intégré dans le chromosome. Elle a
également permis de montrer que les souches isolées de la Seine et capables de dégrader les alcanes ne
portaient le plus souvent pas de plasmide, mais qu’elles possédaient des génes homologues du systéme
ALK intégrés dans leurs chromosomes. Certaines souches particuliérement intéressantes pour leur parti-
cularités métaboliques ont €t€ étudiées plus en détail, c’est le cas de la souche MA2 dont la carte du ré-
gulon TOL est comparée a celle de pWWO & titre d’exemple.

Figure 12: Comparaisons des homologies génétiques entre les régulons TOL des
plasmides pWW{ et pMA2

Tous les systémes génétiques “indigénes” étudiés ont été clonés, et constituent maintenant une veri-
table génothéque dans laquelle nous pouvons puiser pour assembler des unités génétiques indépen-
dantes pouvant étre réinsérées dans n’importe quelle bactérie indigéne choisie.

L’UTILISATION DE CASSETTES GENETIQUES SPECIALISEES

Prenons comme exemple d’utilisation possible de cette génoth&éque la construction d’une souche ca-
pable de dégrader les hydrocarbures aromatiques tels que les toluénes et les xylenes, ainsi que les al-
canes. Avec cet objectif en téte, nous avons tout d’abord construit une cassette alk regroupant le locus
alkBAC (10,8 kpb) et le locus alkR (4,9 kpb) débarassés de toutes les séquences non impliquées dans
la dégradation des alcanes. La figure 13 montre comment il est possible de construire une cassette ALK
(15,7 kpb) sous forme d’un bloc Not. Ce bloc ALK a ensuite €t€ ligué a un fragment Not contenant I’o-
rigine de réplication d’un plasmide indigéne (24,6 kpb) et I’ensemble a 1€ réinséré par €électroporation
dans une bactérie indigéne capable d’utiliser les alcanoates comme seules sources de carbones.
L'opération a permis d’obtenir un régulon ALK sous la forme d’un “petit” plasmide d’environ 40 kpb
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constituant pour la bactérie héte une charge génétique beaucoup plus faible que le plasmide OCT d’o-
rigine (335 & 410 kpb). A partir de ce mini-plasmide il devient possible d’utiliser le site Sfi I unique
pour réintroduire, par exemple, un régulon TOL et un bloc EMU (groupe de génes controlant la synthe-
se d’un biosurfactant) sous la forme de blocs génétiques indépendants.

NNEE PPEHH E Sf SfTEN N
- B alkBAC =3 b k= alk R e |
pPGEM-9zi(-)

ouvert par Not |

pGEM-92i(-)
ALK

Figure 13: Obtention d'une cassette ALK sous forme d’'un bloc Not. Les oligonuciéo-
tides N-E, P-E-H et Sf-E-N ont été produits grace a un synthétiseur ABI 317.

Ce genre d’approche devrait permettre de construire rapidement des plasmides pollution-spécifiques
que I’on pourrait réintroduire en moins de 48 heures dans des bactéries adaptées a ’environnement
concerné. Associée a I'utilisation d’un feeding bien adapté, le “seeding & la carte” pourrait devenir dans
les prochaines années une technique industriellement envisageable pour le traitement des pollutions par
les hydrocarbures.

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

Chakrabarty A.M. (1972)
Genetic basis of the biodegradation of salicylate in Pseudomonas putida.
J. Bacteriol. 112: 815-823.

Chakrabarty, A.M., G. Chou et I.C. Gunsalus (1973)
Genetic regulation of octane dissimilation plasmid in Pseudomonas.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70: 1137-1140.

Davies, J.I. et W.C. Evans (1964)

Oxidative metabolism of naphtalene by soil Pseudomonads.
Biochem. J. 91: 251-261.

238



Deretic, V., WM. Konyecsni, C.D. Mohr, D.W. Martin et N.S. Hibler (1989)
Common denominators of promoter control in Pseudomonas and other bacteria.
Biotechnol. 7: 1249-1254.

Dixon R. (1986)

The xylABC promoter from Pseudomonas putida TOL plasmid is activated by nitrogen regulatory genes
in Escherichia coli.

Mol. Gen. Genet. 203: 129-136.

Dunn, N.W. et LC. Gunsalus (1973)
Transmissible plasmid coding early enzymes of naphthalene oxidation in Pseudomonas.
I. Bacteriol. 114: 974-979.

Eggink, G., R.G. Dageveen, B. Altenburg et B. Witholt (1987)

Controlled and functional expression of the Pseudomonas oleovorans alkane utilizing system in
Pseudomonas putida and Escherichia coli.

J. Biol. Chem. 262: 17712-17718.

Eggink, G., H. Engel, W.G. Meijer, J. Otten, J. Kingma et B. Witholt (1988)
Alkane utilization in Pseudomonas oleovorans. Structure and function of the regulatory locus alkR.
J. Biol. Chem. 263: 13400-13405.

Eggink, G., H. Engel, G. Vriend, P. Terpstra et B. Witholt (1990)

Rubrédoxin reductase of Pseudomonas oleovorans. Structural relationship to other flavoprotein oxido-
reductases based on one NAD and two FAD fingerprints.

J. Mol. Biol. 212: 135-142.

Eggink, G., P.H. van Delyveld et B. Witholt (1984)

The construction of a gene bank from pseudomonas oleovarans. molecular cloning of the alk sequences
of the OCX plasmid coding for the alkane oxidizing enzymes.

Prog. Indust. Microbiol. 20: 373-380.

Eggink, G., P.H. van Lelyveld, A. Arnberg, N. Arfman, C. Witteveen et B. Witholt (1987)
Structure of the Pseudomonas putida alkBAC operon. Identification of transcription and translation pro-

ducts.
J. Biol. Chem. 262: 6400-6406.

Ghosal, D., LS. You et I.C. Gunsalus (1987)

Nucleotide sequence and expression of gene nahH of plasmid NAH7 and homology with gene xylE of
TOL pWWQ.

Gene 55: 19-28.

Harayamd, S., R.A. Leppik, M. Rekik, N. Mermod, P.R. Lehrbach, W. Reineke et K.N. Timmis
(1986)

Gene order of the TOL catabolic plasmid upper pathway operon and oxidation of both toluene and ben-
zyl alcohol by the xylA product.

- J. Bacteriol. 167: 455-461.

Harayama, S., N. Mermod, M. Rekik, P.R. Lehrbach et K.N. Timmis (1987)
Roles of the divergent branches of the meta-cleavage pathway in the degradation of benzoate and substi-

tuted benzoates.
J. Bacteriol. 169: 558-564.

Harayama, S. et M. Rekik (1990)

The meta-cleavage operon of TOL degradative plasmid pWW() comprises 13 genes.
Gene 221: 113-120.

239




Harayama, S., M. Rekik, M. Wubbolts, K. Rose, R.A. Leppik et K.N. Timmis (1989)
Characterization of five genes in the upper-pathway operon of TOL plasmid pWW( from Pseudomonas

putida and identification of the gene producys.
J. Bactertol. 171: 5048-5055.

Holtel, A., M.A. Abril, S. Marques, K.N. Timmis et J.L.. Ramos (1990)

Promoter upstream activator sequences are required for expression of the xylS gene and upper-pathway
operon on the Pseudomonas TOL plasmid.

Mol. Microbiol. 4: 1551-1556.

Inouye, S., Y. Ebina, A. Nakazawa et T. Nakazawa (1984)
Nucleotide sequence surrounding transcription initiation site of xylABC operon on TOL plasmid of

Pseudomonas putida.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1688-1691.

Inouye, S., M. Gomada, UM.X. Sangodkar, A. Nakazawa et T. Nakazawa (1990)

Upstream regulatory sequence for transcriptional activator xylR in the first operon of xylene metabolism
on the TOL plasmid.

J. Mol. Biol. 216: 251-260.

Inouye, S., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1981)

Molecular cloning of gene xylIS of the TOL plasmid: evidence for positive regulation of the xylIDEGF
operon by xylS.

J. Bacteriol. 148: 413-418.

Inouye, 8., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1983)

Molecular cloning of regulatory gene xyl R and operator-promoter regions of the xylABC and xylDEGF
operons of the TOL plasmid.

J. Bacteriol. 155: 1192-1199.

Inouye, S., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1984)
Nucleotide sequence of the promoter region of the xyIDEGF operon on TOL plasmid of Pseudomonas

putida.
Gene 29: 323-330.

Inouye, S., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1985)

Determination of the transcription initiation site and identfication of the protein productof the regulatory
gene xylR for xylS operons on the TOL plasmid.

J. Bacteriol. 163: 863-869.

Inouye, S., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1986)

Nucleotide sequence of the regulatory gene xylS on the Pseudomonas putida TOL plasmid and identifi-
cation of the protein product.

Gene 44: 235-242.

Inouye, S., A. Nakazawa ¢t T. Nakazawa (1987)

E)ggession of the regulatory gene xylS on the TOL plasmid is positively controlled by the xyIR gene
product.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5182-5186.

Inouye, S., A. Nakazawa et T. Nakazawa (1988)

Nucleotide sequence of the regulatory gene xyIR of the TOL plasmid from Pseudomonas putida.
Gene 66: 301-306.

Kohler, T., S. Harayama, J.L. Ramos et K.N. Timmis (1989)

Involvement of Pseudomonas putida RpoN sigma factor in regulation of various metabolic functions.
J. Bacteriol. 171: 4326-4333,

240



Mermod, N, J.L. Ramos, A. Bairoch et K.N. Timmis (1987)

The xyl S gene positive of TOL plasmid pWWO0: identification, sequence analysis and overproduction
leading to constitutive expression of meta cleavage pathway.

Mol. Gen. Genet. 207: 349-354.

Murray, K., C.J. Duggleby, J.M. Sala Trepat et P.A. Williams (1972)

The metabolism of benzoate and methylbenzoates via the meta-cleavage pathway by Pseudomonas arvil -
la mt2.

Europ. J. Biochem. 28: 301-310.

Nakai, C., H. Kagamiyama, M. Nozaki, T. Nakazawa, S. Inouye, Y. Ebina et A. Nakazawa (1983)
Complete nucleotide sequence of the metapyrocatechase gene on the TOL plasmid of Pseudomonas pu-
tida mt-2.

I. Biol. Chem. 258: 2923-2928.

Nakazawa, T., E. Hayashi, T. Yokota, Y. Ebina et A. Nakazawa (1978)
Isolation of TOL and RP4 recombinants by integrative suppression.
J. Bacteriol. 134: 270-277.

Nakazawa, T. et T. Yokota (1973)
Benzoate metabolism in Pseudomonas putida (arvilla) mt-2: demonstration of two benzoate pathways.
J. Bacteriol. 115: 262-267.

Owen, D.J., G. Eggink, B. Hauer, M. Kok, D.L. Mac Beth, YA.N.G. Yun Diu et J.A. Shapiro
(1984)

Physical structure, genetic content and expression of the alkBAC operon.

Mol. Gen. Genet. 197: 373-383.

Ramos, J.L.., N. Mermod et K.N. Timmis (1987)

Regulatory circuits controlling transcription of TOL plasmid operon encoding meta-cleavage pathway
for degradation of alkylbenzoates by Pseudomonas.

Mol. Microbiol. 1: 293-300.

Ramos, J.L., C. Michan, E Rojo, D. Dwyer et K. Timmis (1590)
Signal-regulator interactions. Genetic analysis of the effector binding site of xylS, the benzoate-activa-

ted positive regulator of Pseudomonas TOL plasmid meta-cleavage pathway operon.
J. Mol. Biol. 211: 373-382.

Ramos, J.L., A. Stolz, W. Reineke et K.N. Timmis (1986)
Altered effector specificities in regulator of gene expression: TOL plasmid xylS mutants and their use to

engineer expansion of the range of aromtics degraded by bacteria.
Proc. Natl. Acad. Sci USA 83: §8467-8471.

Sala Trepat, J.M., K. Murray et P.A. Williams (1972)

The metabolic divergence in the meta cleavage of catechols by Pseudomonas putida NCIB10015.
Physiological significance and evolutionary implications.

Europ. J. Biochem. 28: 347-356.

Schell ML.A. (1985)
Transcriptional control of the nah and sal hydrocarbon-degradation operons by the nahR gene product.
Gene 36: 301-309.

Schell M.A. (1986)

Homology between nucleotide sequences of promoter regions of NAH and SAL operons of NAH7
plasmid of Pseudomonas putida.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 369-373.

241




Schell, M.A. et P.E. Wender (1986) '

Identification of the nahR gene product and nucleotide sequences required for its activation of the SAL
operon.

J. Bacteriol. 166: 9-1

Stanier R.Y. (1976)
Réflexions sur la taxonomie des Pseudomonas.
Bull. Inst. Pasteur 74: 255-270.

Stanier, R.Y. et L.N. Ornston (1973)
The beta-ketoadipate pathway.
Adv. Microb. Physiol. 9: 89-151.

Strawinski R.J. et R.W. Stone (1943)
Conditions governing the oxidation of naphtalene and the chemical analysis of its products.
J. Bacteriol. 45: 16-24.

Tsuda, M. et T. Iino (1987)
Genetic analysis of a transposon carrying toluene degrading genes on a TOL plasmid pWWO.
Mol. Gen. Genet. 210: 270-276.

Tsuda, M. et T. Iino (1988)

Identification and characterization of Tn4653, a ransposon covering the toluene transposon Tn4651 on
TOL plasmid pWWQ.

Mol. Gen. Genet. 213: 72-77.

Tsuda, M. et T. Iino (1990)
Naphtalene degrading genes on plasmid NAH7 are on a defective transposon.
Mol. Gen. Genet. 223: 33-39.

Tsuda, M., K.I. Minegishi et T. Iino (1989)
Toluene transposons Tnd4651 and Tn4653 are class IT transposons.
J. Bacteriol. 171: 1386-1393.

Williams, P.A. et K. Murray (1974)

Metabolism of benzoate and the methylbenzoates by Pseudomonas putida (arvilla) mt-2: evidence for
existence of a TOL plasmid.

J. Bacteriol. 120: 416-423,

Williams, P.A. et K. Murray (1974)

Metabolism of benzoate and the methylbenzoates by Pseudomonas putida (arvilla) mt-2: evidence for
existence of a TOL plasmid.

J. Bacteriol. 120: 416-423.

Wong, C.L. et N.W. Dunn (1974) )
Transmissible plasmid coding for the degradation of benzoate and m-toluate in Pseudomonas arvilla mt-
2.

Genet. Res. 23: 227-232.

Worsey, M.J. et P.A. Williams (1975)

Metabolisme of toluene and xylene by Pseudomonas putida (arvilla) mt-2: evidence for a new function
of the TOL plasmid.

J. Bacteriol. 124: 7-13.

Yen, K.M. et L.C. Gunsalus (1982)

Plasmid gene organization: naphthalene/salicylate oxidation.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.s.a. 79: 874-878.

242



Yen, K.M. et C.M. Serdar (1988)
Genetics of naphtalene catabolism in Pseudomonads.
Crc Critical Reviews In Microbiology 15: 247-268.

You, LS. et LC. Gunsalus (1986)

Regulation of the NAH and SAL operons of plasmid NAH7: evidence for a new function in nahR.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 141: 986-992.

243




ACCELERATION DE LA BIODEGRADATION DES
HYDROCARBURES

Anne BASSERES
Société Nationale Elf Aguitaine
GRL- BP 34 - 84170 Lacg , France

et

Alain LADOUSSE
Société Nationale £l Aquitaine
Tour ELF-Cedex 45
92078 Paris La Défense

INTRODUCTION

Depuis une vingtaine d’années, le souci d’enrayer les déversements accidentels
d’hydrocarbures, de traiter ces pollutions et de réhabiliter les sites pollués, s’est
accru. La connaissance scientifique en ce domaine s'est développée, entrainant la
mise en place de nouvelles techniques d’intervention diversifiées.

La quantité d’hydrocarbures déversés accidentellement montre une décroissance
prometteuse au cours de la derniere décennie (cf. figure)!. On a constaté 4 fois
moins de brut déversé entre 1984 et 1990 qu’entre 1978 et 1983, avec une
tendance a la diminution des déversements liés au stockage.

Les moyens de lutte contre les déversements accidentels d’hydrocarbures sont trés
diversifiés et sont choisis en fonction des conditions du milieu & traiter. Dans un
premier temps, les hydrocarbures peuvent étre récuperés mecaniquement, puis des
dispersants peuvent étre utilisés. Ces derniers permettent d’'une part le
fractionnement de la nappe de pétrole, évitant une arrivée massive a la cote, et
d’'autre part favorisent la biodégradation en augmentant la surface d’échange eau /
pétrole et le contact avec les bactéries spécifiques hydrocarbures présentes dans le
milieu. La dégradation naturelle des hydrocarbures est obtenue par I'évaporation et
la dissolution, phénoménes rapides, et par 'oxydation et la bicdégradation, qui sont
des phénoménes beaucoup plus lents.

L'accélération de la biodégradation des hydrocarbures est un nouvel outil de lutte
contre les déversements d'hydrocarbures et fait I'objet d’'un programme de
recherche démarré il y a 12 ans par le Groupe EIlf Aquitaine. Son application a
grande échelle est décrite ci-dessous dans le traitement des plages polluées
d’Alaska. Il s'avere étre un moyen de lutte facilement applicable et peu coliteux.
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PRINCIPE

La biodégradation des hydrocarbures est un phénomeéne bien connu2 dans lequel
les hydrocarbures sont dégradés en biomasse et dioxyde de carbone. Les
microorganismes capables de réaliser cette biodégradation sont présents dans de
nombreux environnements3.4. Deux voies peuvent étre envisagées pour accélérer
ce phénomeéne : l'utilisation de souches bactériennes spécifiques hydrocarbures
pures et t'utilisation de souches bactériennes indigénes. Compte tenu des facteurs.
de compétitivité observés en milieu naturel®, il semble que le meilleur choix soit
d'utiliser les flores bactériennes indigénes. Partant de ce principe, 'accélération de
la biodégradation est obtenue en fournissant aux bactéries présentes les éléments
nutritifs indispensables a leur développement et qui sont généralement limitants
dans le milieu naturel 87.8 ; ceci peut étre réalisé quand aucun autre paramétre n’'est
limitant. Plusieurs auteurs ont montré que la biodégradation des hydrocarbures
peut-étre accélérée par I'addition de fertilisants contenant de 'azote et du
phosphore dans les milieux liquides® et dans les sédiments’0.11.12, Des études ont
porté sur la mise au point de formulations oléophiles?.13.14.15.

La démarche d’Elf Aguitaine est de fournir aux bactéries présentes dans le milieu
les éléments nécessaires a leur développement, par le biais d'une formulation
oléophile sous forme de microémulsion®.

MODE D’ACTION:

Le mode d'action des accélérateurs de biodégradation dépend de la nature de
ceux-ci. Les differents produits proposes fournissent les éléments minéraux nutritifs
(azote et phosphore). Ces éléments, hydrosolubles, peuvent étre présentés sous
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forme hydrophile cu encapsulés dans une phase organique les rendant oléophiles.
Les produits sélectionnés répondent en général aux criteres suivants : les éléments
nutritifs doivent éire relargués lentement et ne pas provoquer d’eutrophisation du
milieu.

L.a formulation oiéophile (INIPOL EAP 22) présente l'intérét de rester au contact du
pétroie, mettant a la disposition des bactéries spécifiques hydrocarbures I'azote et le
phosphore nécessaire a la dégradation de ce dernier a 'endroit précis de la
dégradation.

Les formuiations hydrophiles relarguent plus ou moins lentement les éléments
nutritifs solubles qui risquent alors d'étre lessivés dans I'eau.

PRODUITS PROPOSES :

Différents produits ont été proposés et testés lors de la pollution des cotes en
Alaska. Parmi ceux-ci, se trouvent plusieurs produits hydrophiles (urée, magnésio-
ammonio-phosphate...}18.17.18.19.20 gt un seul produit oléophile, INIPOL EAP 22.

L’ INIPOL EAP 22, mis au point par Eif Aquitaine®, est une microémulsion dans
laquelle I'azote, sous forme d’'urée, et le phosphore, sont encapsulés dans de
I'acide oléique, qui confére au produit son caractére olécophile. Les principales
caractéristiques de 'INIPOL EAP 22 sont les suivantes:

- caractére oléophiie permettant la présence des éléments nutritifs & linterface eaw/
hydrocarbure ;

- rapport optimum azote / phosphore ;

- effet retard lors de la libération de I'azote et du phosphore ;

- inhibition de la formation d’émulsion inverse ;

- absence de toxicité pour la flore et la faune ;

Ce produit est liquide et peut étre mis en ceuvre par tous les systémes classiques
d’épandage par pulvérisation. Le dosage nécessaire a l'initiation du développement
bactérien est généralement de 5 & 10% en poids d’hydrocarbures 3 traiter.

Ce produit est particulierement bien adapté au traitement de sédiments des zones
cltieres, quand les conditions de présence de flore bactérienne et d’oxygénation
sont présentes. Son utilisation doit venir en complément des techniques de
nettoyage classiques. L'accélération de ia biodégradation des hydrocarbures par
addition de ferilisants est réellement efficace quand le niveau de contamination
d’hydrocarbures est réduit.

APPLICATION SUR SITE

La premiére utilisation de I'INIPOL EAP 22 en milieu naturel a été réalisée au
SPITSBERG en 1985 en collaboration avec le SINTEF1° (organisme de recherche
Norvégien), pour accélérer la dépoliution d'une plage polluée par du diesel (80
tonnes) provenant d’une fuite d’'un stockage proche. Dans des conditions
climatiques extrément rigoureuses, l'utilisation de I'INIPCL EAP 22 a permis
d'obtenir une élimination de la pollution de 90% en moins d'un an, alors que
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seuiement 15% étaient éliminés naturellement. Dans cette expérience, une
augmentation maximale de 60% de la biodegradation de la fraction aliphatique était
observée. La réponse microbioclogique a !'addition d'accélérateur de
biodégradation, estimée par le dénombrement de la fiore totale et de la flore
spécifique hydrocarbure, montrait une nette augmentation des deux fiores (facteur
200 & 250).

Suite a I'accident de I'Exxon Valdez, en 1989, un projet de démonstration & échelie
réelle a été réalisé par 'EPA (US Environmental Protection Agency) et EXXON sur
les plages de I'Alaska, pour évaluer l'efficacité de fertilisants pour stimuler la
biodégradation des hydrocarbures. Des tests sur le site et des tests de laboratoire
ont montré les trés bons résultats obtenus par I'application de I'INIPOL EAP 22. 500
tonnes de produit ont alors été commandés par EXXON et appliqués en deux étés :
1989 et 1990.

Les observations de 'EPA et 'EXXON sur le site et en laboratoire ont amené aux
conclusions suivantesi® :

- Panalyse des hydrocarbures en chromatographie gazeuse met en évidence la
biodégradation des hydrocarbures en présence d'INIPOL EAP 22 ;

- 'INIPOL nettoie ies plages souillées par hydrocarbures par des mécanismes de
biodégradation et non par des mécanismes physico-chimiques ;

- l'accélération de la bicdégradation des hydrocarbures augmente avec des
concentrations croissantes d'INIPOL de 0 4 40% ;

- la biodégradation accélérée par INIPOL augmente avec des températures
croissantes et diminue avec des températures décroissantes de 2°C a - 20°C.

- durant les tests, la flore hetérotrophe totale et |a flore spécifique hydrocarbure ont
été augmentée d'un facteur 1000. '

- PINIPOL est efficace & une profondeur de 30 centimeétres.

- 'INIPOL est un produit non toxique pour la faune et la flore.

CONCLUSION

Les récentes utilisations de cette nouvelle technigue de nettoyage des cétes
poiluées par hydrocarbures montrent qu'il est possible d’accélérer la bicdégradation
de pétrole en appliquant un fertilisant oléophile.

Ce traitement biologique est peu colteux et facile & appliquer. Son utilisation doit
étre contrélée de maniére a appliquer le produit dans les conditions voulues. i
permet I'élimination rapide des hydrocarbures résiduels dans I'environnement, qui
ne seraient naturellement dégradés qu’'a long terme.

Cette technique de traitement biclogique est désormais un nouvel outil de lutte
contre les poliutions par hydrocarbures.
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Le développement de nombreux procédés biotechnologiques nécessite la
mise au point de capteurs sélectifs permettant la détermination rapide et fiable
des paramétres pris en compte pour la conduite d'opérations en milieu
industriel. L'automatisation des procédés de fabrication fait apparaitre le besoin
d'informations de plus en plus nombreuses et précises pour le contrdle de la
qualité des matiéres premiéres, des produits finis et du processus méme de
production.

Le domaine biomédical ainsi que celui de 'environnement et de la
défense nationale, ces deux derniers étant trés proches quant a leurs bescins,
sont également demandeurs de techniques d’analyses spécifiques, sensibles et
rapides afin de pouvoir intervenir en un temps trés court face & une urgence
médicale, une pollution aguatique ou atmosphérique, ou une agression

chimique ou bactérienne.
DEFINITION

Les capteurs biologiques, ou biocapteurs, représentent actuellement, du
fait de leur haute spécificité, une catégorie de capteurs trés attractifs capables
de répondre aux critéres de sensibilité, spécificité et rapidité. En effet, un
biocapteur (Figure 1) est obtenu par 'association de deux éléments principaux :

- un élément biologique sensible - le biorécepteur - immobilisé sur un
support, capable de reconnaitre spécifiquement une substance cible, c’est-

a-dire le composé a doser, présente dans un milieu complexe;
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- un systéme électronique - le fransducteur - qui mesure les modifications
physico-chimiques engendrées par le systéme biologique au contact de sa
substance cible et les traduit en un signal électrique mesurable et

interprétable.

L’élement biologigue, au contact intime du transducteur, conféere une
trés grande spécificité au systéme mais en contrepartie, son inhérente fragilité
est un facteur dont il faudra tenir compte & la fois dans la conception du
biocapteur et dans ses limites d’utilisation. Le biorécepteur est généralement
constitué d'un des éléments affines des couples enzyme/substrat,
anticorps/antigéne ou lectine/sucre. D’autres matériels biologiques, constitués
par des cellules microbiennes, animales ou végétales ou par des coupes fines de

tisgus ont également été immobilisés et intégrés dans des biocapteurs.

Les transducteurs utilisés sont principalement de type électrochimique
(électrodes ampérométriques ou potentiométriques et transistors a effet de
champ), enthalpimétrique (thermistances et thermocouples), massique
(cristaux piézoélectriques) et, plus récemment, optique avec l'utilisation de
fibres optiques couplées a un systéme optoéléctronique.

Ainsi, a 'aptitude de certaines structures biochimiques a reconnaitre
de facon spécifique de nombreux composés organiques, un biocapteur allie
Pefficacité des capteurs physiques ou chimiques a répondre de facon immédiate

ou quasi immaédiate.

Les techniques d’immobilisation du bioréceptfeur sont habituellement
répertoriées selon cing catégories et on tété principalement développées pour
I'immobilisation d’enzymes : 'adsorption, I'inclusion, le confinement, la
réticulation et le couplage covalent sur support activé. L’adsorption est
simplement due & des interactions entre le biorécepteur et son support. Si ce
dernier est non chargé, des liaisons de faible énergie (hydrogéne, van der
Waals, hydrophobe) s’établissent entre Uenzyme et le support. S’il est chargé,
des liaisons ioniques viennent s’ajouter aux liaisons précédentes. Toutefois les
biorécepteurs ainsi immobilisés peuvent facilement se désorber sous leffet
d’une variation de pH ou de la force ionique. L’inclusion consiste & incorporer le

biorécepteur dans un polymeére se présentant généralement sous forme de gel.
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Le biorécepteur n’est donc pas directement lié a son support. Cette méthode est
principalement utilisé pour 'immobilisation de cellules entiéres ou de fractions
subcellulaires. Dans la technique de confinement, le biorécepteur reste en
solution a l'intérieur d’'un compartiment limité par une membrane poreuse qui
ne laisse passer que les petites molécules. L'utilisation d’agents bifonctionnels
telles que le glutaraldéhyde (CHO-(CH,);-CHO) a permis la réticulation de
molécules d’enzymes entre elles ou leur co-réticulation en présence d’'une
protéine inactive (sérum albumine ou gélatine). La réticulation est également
utilisée pour accroitre la stabilité des complexes enzyme-support obtenus aprés
adsorption ou inclusion. La fixation covalente de biorécepteurs sur supports
activés se fait par l'intermédiaire de groupements fonctionnels portés par ces
supports et des groupements fonctionnels du biorécepteur n’'intervenant pas
dans le processus de reconnaissance moléculaire. Les méthodes les plus

courantes mettent en jeu les groupements ~-COOH, -NH,, —-OH et —-SH.

REALISATIONS

Les électrodes & enzyme(s) résultent de 'association d'une préparation
enzymatique, généralement immobilisée sur un support, et d’'un capteur
électrochimique (potentiométrique ou ampérométrique) détectant
spécifiquement une espéce chimique impliquée dans la réaction enzymatique.
L’oxydation enzymatique du glucose par la glucose oxydase (GOD) illustre les
différentes possibilités que l'on peut envisager quant au type de capteur

électrochimique :

GOD
glucose + Oy + H,O ———— acide gluconique + H, O,

En effet, 1a mesure du glucose peut étre effectuée en détectant soit la
consommation d’oxygeéne (électrode a pO, ou électrode de Clark), soit
Papparition d’acide gluconique (électrode de pH), soit 'apparition du peroxyde
d’hydrogéne (électrode métallique). En pratique, seules les mesures
ampérométriques de le consommation de l'oxygéne dissous ou du peroxyde

d’hydrogéne apparu sont utilisées.
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Les principaux problémes liés a ['utilisation des capteurs
électrochimiques concernent la compatibilité de fonctionnement de 'enzyme et
du capteur électrochimique en ce qui concerne le pH (cas du dosage de 1'urée)
ainsi que les interférences électrochimiques. Dans les faits, seuls les problémes
liés aux interférences électrochimiques peuvent étre contournés et ceci explique
que la plupart des électrodes 4 enzyme décrites sont basées sur 'utilisation
d’une oxydase spécifique associée a4 une détection ampérométrique de O, ou
Hy0,.

Le transistor a effet de champ (FET) en tant qu’élément transducteur
d’un biccapteur a été utilisé plus tardivement que le capteur électrochimique.
Sont principalement employés les ISFETs (ion selective field effect transistors)
sensibles au pH permettant de détecter, au cours d’une réaction enzymatique,
I’apparition ou la disparition d’'une espéce présentant un caractere acide ou
basique (ex : hydrolyse de la pénicilline par la pénicillinase et hydrolyse de
I'urée par l'uréase). D'une part, ces transducteurs ont pour avantage leur faible
coiit, dd & une production de masse pour les besoins de la microélectronique, et
d’autre part, permettent la réalisation de biocapteurs miniaturisés. En
revanche, 'immobilisation de biorécepteurs sur de trés petites surfaces ne
semble pas encore complétement maitrisée et des problémes notamment
d’étanchéité entre la phase, nécessairement liquide, contenant I’échantillon et

le transducteur demeurent.

Les thermistors ¢ enzyme exploitent le fait que toute réaction
enzymatique s’'accompagne d'une variation d’enthalpie (AH) qui peut &tre
détectée par des thermistances ou des thermocouples. On ne peut en fait
qu'effectuer une mesure globale de la variation du systéme (réaction
enzymatique + réactions chimiques entre les différentes espeéces présentes dans
le milieu réactionnel) et pas seulement de la réaction enzymatique d’otr le
manque de sélectivité de ce type de capteur. Un solution consiste a effectuer en
paralléle des mesures en I'absence d’enzyme. Le plus souvent, ces mesures
manquent de sensibilité car la variation d’enthalpie est généralement treés
faible. Pour y remédier on peut avoir recours a une amplification chimique en
utilisant un tampon dont la réaction avec un produit de la réaction enzymatique

s’accompagne d’'une forte variation d’enthalpie (ex : AH de protonation du

252




Tris = —47,5 Kj/mol). L'amplification enzymatique est obtenue en co-
immobilisant un enzyme qui fonctionne en séquence avec la réaction

enzymatique spécifique (ex : oxydase + catalase; AH 1., = —100 Kj/mol).

La détection massique par Uintermédiaire d’un cristal piézo-électrique
est fondée sur le principe selon lequel la fréquence propre de vibration d'un
cristal oscillant dépend de la masse de substance adsorbée a sa surface. Sous
certaines conditions bien définies, Ia variation de la fréquence de résonance du
cristal est directement proportionnelle 4 la quantité de matiére présente sur sa
surface. Les applications ont été principalement développées pour des réactions

immunologiques et pour la détection spécifique de substances volatiles,

Les biocapieurs ¢ fibres optiques sont d'un développement plus récent.
Leur principe est fondé sur des mesures d’absorbance/réflectance, de
fluorescence ou de bio- et chimiluminescence. Un biocapteur a fibres optiques
résulte de Passociation d’'une phase réactive incorporant un élément bioclogique
immobilisé et d’un systéme de transduction composé d'une fibre optique ou d'un
faisceau de fibres optiques couplé 4 un détecteur de lumiére.

Les fibres optiques sont des guides de lumiére dont le fonctionnement
repose sur le principe de la réflexion totale interne. Elles se composent dun
ceeur cylindrique et d’'un enrobage ou gaine optique dont I'indice de réfraction
est inférieur a celul du cceur. A l'interface ceeur/gaine optique, les conditions de
réflexion totale interne ne sont pas parfaites et font apparaitre le phénoméne
d’ondes évanescentes. Ces ondes se propagent parallélement & 'interface
caeur/gaine et peuvent étre exploitées pour exciter un fluorophore immobilisé a
la surface du cceeur (Figure 2). Avec ce type de configuration, principalement
exploité pour le développement d’immunocapteurs, on parle de biocapteurs

intrinséques a fibres optiques.

Dans les biocapteurs extrinséques, la fibre optique n'est utilisée que
pour conduire la lumigre entre la phase réactive et le détecteur ainsi qu’entre
une source lumineuse et la phase réactive pour les mesures de fluorescence ou
d’absorbance (Figure 3). Parmi les biocapteurs extrinséques on peut distinguer
principalement trois catégories : les biocapteurs enzymatiques, les biocapteurs

a biorécepteurs non catalytiques et les biocapteurs a détection de bioc- ou
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chimiluminescence. Les biocapteurs enzymatiques font intervenir une réaction
enzymatique dont I'un des substrats ou produits est détecté soit directement s’il
posséde des propriétés optiques (fluorescence ou absorbance; ex : NADH) soit
indirectement par un capteur chimique a fibres optiques (pH, Oy, NHj) s’il ne
présente aucune propriété optiquement mesurable. Les biocapteurs a
biorécepteur non catalytique font intervenir une réaction antigéne-anticorps ou
une réaction lectine-sucre. Enfin dans les biocapteurs a détection de
bioluminescence ou de chimiluminescence, un enzyme catalysant une réaction
d’émission de lumiére est immobilisé 4 I'une des extrémités de la fibre ou du

faisceau de fibres.

UTILISATION POTENTIELLE DES BIOCAPTEURS

Trois domaines sont particulierement concernés : les biotechnologies
industrielles, le génie biologique et médical et 'environnement. Il faut
souligner que le cahier des charges d'un biocapteur sera trés différent selon le
secteur d’application méme si le concept de base et la substance a doser sont les
mémes. Par exemple, pour la mesure du glucose avec une électrode
enzymatique, les problémes se poseront en termes différents selon que

I’échantillon est du sang ou une mélasse.

En conclusion, la demande en capteurs fiables et sélectifs reste trés
importante. Le peu de réalisations commerciales existantes & ce jour en
comparaison du nombre de publications parus dans ce domaine n’a pas
diminué l'attrait existant pour les biocapteurs. En effet, la poséibilité de suivre
en temps réel I'évolution de la concentration ou de lactivité d'un composé est
I'un des principaux avantages qui rend 'usage des biocapteurs extrémement

attractif par rapport aux méthodes classiques d’analyses.
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Figure 1. Principe d'un biocapteur
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Figure 2. Configuration d'un biocapteur intrinseque a fibre optique utilisant le
phénomeéne d’onde évanescente pour le suivi de réactions immunologiques.
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— S phase
b S /‘ ——— réactive
D

Figure 3. Différentes configurations d’un biocapteur extrinséque a fibres
optiques. D, détecteur; S, source lumineuse. Mesures d’absorbance ou de
fluorescence : (a) faisceau de fibres bifurquées; (b) la méme fibre conduit la
lumiére de la source a la phase réactive et de cette derniére au détecteur, un
séparateur orientant la lumiére émergente vers le détecteur; Mesures de
bioluminescence ou de chimiluminescence : (¢) la lumiére émise directement

par la phase réactive est conduite au détecteur par la fibre ou le faisceau de
fibres.
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THEME IX

MICROORGANISMES RECOMBINES




LA SURVIE DES ENTEROBACTERIES EN MER

G.N. FLATAU, CLEMENT R.L., GAUTHIER M.J.
[.N.S.E.R.M., U. 303, 1 av. Jean Lorrain, 06300 NICE, FRANCE.

Les entérobactéries

Les entérobactéries sont une vaste famille de bactéries. La piupart
des espéces qui la composent sont des hdtes normaux ou pathogénes du
tube digestif de I'nomme et des animaux. Ces germes sont définis par
des caractéres bactériclogiques plutét qu'écologiques. Les
entérobactéries sont des bacilles. & Gram négatif, mobiles ou
immobiles, aérobies-anaérobies facultatifs, se développant
jusqu'a 44°C, réduisant les nitrates en nitrites, possedant une
catalase mais pas d'oxydase et fermentant les hydrates de
carbone (bactéries omnivores). La famille des entérobactéries regroupe
les genres Escherichia, Salmonella, Citrobacter, Proteus, Shigella,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Erwinia, Hafnia, Yersinia,
Edwardsiella..

Les Escherichieae sont largement distribués dans le monde. On les
trouve dans les sols, I'eau, les légumes, les grains, les plantes a fleurs,
les arbres et dans les animaux depuis les insectes jusqu'aux hommes. De
nombreuses espéces ont une importance économique importante puisque
certaines d'entre elles peuvent provoquer la rouille, et la pourriture des
racines du blé, de la pomme de terre, de l'ananas, détruisant ainsi une
forte proportion de la récolte.

L'industrie des poissons tropicaux est parfois affectée par des
maladies causées par la présence de Yersinia ruckeri et des espéces
d'Edwardsiella.

Salmonefla typhimurium, germe ubiquiste est la cause fréquente
d'infection chez I'homme et les animaux. Elle est l'agent le plus fréquent
d'empoisonnement par la nourriture chez I'homme. E. coli elle-méme
comme Yersinia enterocolita provoque des diarrhées graves chez les
enfants et les adultes dans de nombreux pays. Klebsiella pneumoniae a
été isolée chez des patients atteints de maladies tropicales. Certaines
souches d'Enterobacter sont capables de produire des entérotoxines.

Les Enterobacteriacés, peuvent provoquer des infections extra
intestinales chez des sujets affaiblis (malnutrition, diabéte,
immunosuppression, brilure, cancer, age...). Ces infections (méningites
néonatales, infection des voies urinaires, septicémie) sont souvent
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associees a la présence de E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Providencia et Serratia marcescens.

Shigella est responsable de la dysenterie bacillaire.

Salmonella est responsable de fidvres, entérites, et septicémie.

Citrobacter est non pathogéne mais peut I'étre en milieu clinique:
on la retrouve dans ['urine, les crachats au cours d'otites, méningites,
bactérémies, plaies, abcés. Elle semble éire un pathogéne opportuniste.

Klebsiella peut étre trouvée dans [intestin mais en petit nombre
par rapport a £. coli. Elle est responsable d'infection des voies urinaires
et respiratoires.

Les entérobactéries, bien que généralement non pathogénes peuvent
donc provoquer des maladies. !l existe donc un risque et leur
dissémination dans l'environnement est & éviter (Buchanan et Gibbons,
1974).

La survie en mer des entérobactéries : le concept ancien

Les resultats des premiers travaux, qui datent du début de ce
siecle, ont montré que la disparition des bactéries était plus rapide
qu'une simple dilution des germes dans l'eau. De nombreux facteurs ont
eté évoqués, notamment la salinité élevée, le potentiel rédox, le pH,
I'irradiation solaire qui participent a la destruction des germes
provenant de la terre. Les teneurs bactériennes diminuent de 90% aprés
1 & 2 heures de contact avec I'eau de mer en plein soleil. Cet ensemble
de facteurs a été appelé le "pouvoir autoépurateur” de la mer. Sur ces
bases, le rejet a la mer pouvait donc étre réalisé sans créer de
nuisances.

Le concept nouveau de survie en mer

La survie en mer des bactéries était analysée en terme de
possibilités nutritionnelles, |'évolution des cellules étant suposée
dépendre essentiellement de la présence de matiére organigue
assimilable dans le milieu. En fait, les bactéries qui pénétrent dans la
mer subissent de profondes modifications structurales et métaboliques.
Elles évoluent vers un état de dormance qui entraine leur incapaciteé
a se développer sur les milieux de cultures classiquement utilisés
pour leur dénombrement et leur identification. Cet état de stress est
particulierement important pour les batéries entériques et il est
probablement aggravé par la présence de détergents, de métaux lourds,
d'hydrocarbures, de pesticides, présents dans les rejets urbains.
L'apparition de techniques nouveiles comme la numération directe dans
les échantillons naturels par épifluorescence ou immunofluorescence a
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permis la mise au point du comptage direct des cellules vivantes.
L'utilisation de ces méthodes a permis de montrer que la mortalité des
bactéries entériques en mer n'était qu'apparenie (Xu et coll., 1882;
Roszack et coll.,, 1984; Colwell et coll., 1985; Rollins et Colwell, 1986).
Les bactéries entériques demeurent vivantes pendant de
longues périodes (plusieurs dizaines de jours) mais perdent en
quelques jours leur capacité & se multiplier dans un milieu
nutritif solide ou liquide. Le passage a l'état non cultivable est
toutefois progressif et il est possible de "ressussiter" une partie des
cellules en rajoutant de la matiére organique au milieu & condition que
e temps de contact avec I'eau de mer n'ait pas été trop long (Roszak et
coll., 1984). Cependant, ces germes pourraient conserver leur éventuelie
virulence une fois réinjectés dans l'animal. Cet état de dormance n'est
donc bien qu'une étape transitoire de maintien dans [attente de
copditions plus favorables.

Les mécanismes probables de la survie en milieu
hyperosmotique

Lorsque les bactéries entériques pénétrent dans l'eau de mer via
les rivieres, égouts, canalisations,... elles subissent généralement un
choc thermique, nutritionnel (I'eau de mer est pauvre en éléments
nutritifs) et hyperosmotique di a la plus forte salinité du milieu marin.

Les cellules bactériennes entretiennent une pression interne
élevée,la pression de turgescence, {entre 3 et 5 bars chez E. col).
Leur contact avec le milieu marin salé (environ 30 g/l} provoque une
chute de cette pression au-dessous d'un seuil qui n'est plus compatible
avec le metabolisme, donc avec le développpement. La premiére réaction
des cellules est donc le rétablissement de celle-ci par I'absorption de
potassium, cation monovalent majoritaire dans les cellules (Epstein,
1986). La concentration intracelluiaire de K% est proportionnelle a la
concentration extracellulaire pour un bon nombre d'espéces bactériennes
(Christian, 1955; Clark et Parker, 1984; Epstein et Schultz, 1965). Cette
concentration massive de potassium induit la synthése et
I'accumulation de glutamate qui est le contre-ion du potassium et qui
permet de réduire la charge ionique intraceliuaire. D'autre part, le
glutamate complete l'action osmoprotectrice du potassium. Mais le
glutamate a également le réle d'inducteur pour un certain nombre de
mécanismes postérieurs. La présence de glutamate de potassium induit
des meécanismes de syntheses et d'accumulations de molécules
organiques jouant un rble plus ou moins important dans les phénoménes
d'osmorégulation : les osmolytes compatibles. Chez bon nombre de
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bactéries le choc hyperosmotique induit I'accumulation ou la synthése
de y-aminobutyrate mais uniquement dans certains milieux de culture.
Par contre, le tréhalose est biosynthétisé jusqu'a 200 pg/mg de
protéines (Flatau et coll., 1991, données non publiées) et jusqu'a 20 % de
la concentration osmolaire en soluté dans le milieu de culture (Larsen
et coll.,, 1987). Cette synthése n'est possible qu'a forte osmolarité car
la tréhalose-6 phosphate synthase n'est activée que dans ces conditions.
L'accumulation de proline, dont le glutamate est le précurseur immédiat
(Csonka, 1988), a été également observée chez les bactéries cultivées
forte osmolarité. De nombreux travaux suggérent que la synthése ou la
dégradation de la proline est controlée par la force osmotique. Un autre
osmolyte d'importance est la glycine bétaine (N,N,N, triméthyl-
glycine) qui est un osmoprotecteur trées efficace pour les membres de la
famille des Enterobactéries (LeRudulier et Bouillard, 1983). Les teneurs
en glycine bétaine sont proportionnefles & l'osmolarité du milieu
envirennant (Perroud et LeRudulier, 1985). Le rdle de l'accumulation
d'osmolytes compatibles, quels qu'ils socient, est d'éliminer le
potassium intracellulaire en excés tout en maintenant la pression de
turgescence au niveau initial.

L'environnement marin et ses conséquences sur la survie
d'Escherichia cofi en mer.

Les résultats décrits proviennnent pour une grande majorité,
d'expérimentations effectuées en milieux nutritifs, donc dans lesquels
les bactéries peuvent trouver tous les éléments nécessaires a la mise
en place des mécanismes pour leur adaptation et leur croissance & forte
osmolarité.

Or I'eau de mer est pauvre en matiére organique, et la question a
résoudre est de savoir si les bactéries sont effectivement capables de
s'adapter a la forte salinité de l'eau de mer. De récents travaux ont
montré qu'Escherichia coli résiste mal a l'eau de mer, méme contenant
de la glycine bétaine, osmoprotecteur puissant. Dans ces conditions, les
cellules n'accumulent que de trés faibles quantités de betaines car
I'expression des génes codant pour le transport de la bétaine est
réprimée par I'état de jelne des cellules. Par contre, si les cellules sont
en contact avec des sédiments contenant de fortes proportions de
matiére organique, alors les teneurs intracellulaires en bétaines sont
beaucoup plus fortes et la survie plus importante {(Gauthier et coll.,
1991). Ces résultats suggérent que les cellules ont bescin de substances
nutritives en plus des substances osmoprotectrices pour pouvoir
surpasser le choc osmotique et rétablir leur métabolisme. Les
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sédiments contiennent plus de matiére organique que i'eau elle-méme,
servant ainsi de sources de carbone et d'azote mais aussi comme source
d'osmoprotecteurs. De nombreux organismes marins sont capables de
synthétiser un grand nombre de substances dont le pouvoir
osmoprotecteur a été établi. Des bactéries, (Ectothiorhodospira
halochloris), des cyanophycées (Aphanotece halophytica), des algues,
(Porphyra tenera, Codium fragile), des mollusques (Mytilus edulis), des
échinodermes (Cucumaria punctata), des arthropodes (Uca pugnax) et des
poissons (Gadus morhua) sont capables de synthétiser la glycine bétaine
ou des amines quaternaires jouant un rble important dans
'osmoprotection (King, 1988). Ces substances se retrouvent donc
ensuite adsorbées dans les sédiments, comme toutes les molécules qui
sont véhiculées par la mer. Effectivement, des teneurs entre 0,01 et 84
umol/g de glycine bétaine et de triméthylamine ont été mesurées dans
des sédiments marins (King, 1988). Ainsi, les sédiments peuvent étre un
lieu privilégié pour la reviviscence des bactéries entériques,
puisqu'elles sont capables d'en absorber des éléments nutritifs mais
aussi la glycine bétaine nécessaire a leur osmoprotection (Ghoul et
coll., 1990). Des études menées dans notre laboratoire ont montré que
certaines souches de phytoplancton marin secretent également des
substances comportant des groupes onium (N!V, PIV AslV sllly sj elles
n‘ont pas d'effet significatif sur la résistance immeédiate de certaines
souches d'entérobactéries a l'eau de mer (quantifice par la mesure de la
quantité minimale de sel inhibitrice de la croissance) quelques unes
d'entre elles favorisent et parfois dans de fortes proportions la survie
d'Escherichia coli en eau de mer lorsque les cellules ont été
précultivées en présence d'extraits de plancton ou de végétaux marins
(Flatau et coll, 1991, résultats non publiés). Ces résultats suggeérent
donc une possibilité de survie prolongée dans les eaux eutrophisées a
forte production phytoplanctonique.

Conclusions

Les méthodes nouvelles de dénombrement ont formellement établi
que les bactéries entériques ne sont pas forcément détruites
lorsqu'elles pénetrent dans le milieu marin. Elles passent plutdt de
I'etat viable et cultivable, donc dénombrables par les technigues
classiques, a l'etat viable mais non cultivable ou état de dormance. La
dispersion de germes éventuellement pathogéne dans le milieu marin est
donc dangereuse dans la mesure ol l'eau de mer est utilisée a des fins
récréatives, meédicales ou piscicoles. Au moment de leur pénétration
dans l'eau de mer, ces bactéries subissent un choc hyperosmotique qui

262



inhibe probablement le métabolisme. Afin de le rétablir, les cellules
doivent mettre en place divers mécanismes assurant la correction de
leur pression de turgescence en activant des mécanismes de synthése et
d'accumulation d'osmolytes compatibles. Si I'eau de mer, pauvre en
matieére organique, n'assure pas une survie des entérobacteries en mer,
le sédiment, riche en éléments organigues peut la favoriser s'il contient
des éléments nutritifs et des éléments assurant l'osmoprotection des
germes. lLes eaux cbtieres eutrophisées pourraient jouer un roie
analogue.
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Fig. 1 : Mécanismes d'osmorégulation (d'aprés Booth et coll., 1988).
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THEME X

LEGISLATION ET PROPRIETE INDUSTRIELLE



DROIT ET BICTECHNOLOGIES MARIKES

ENCADREMENT ACTUEL ET EVOLUTIONS PROBABLES

CHRISTINRE NOIVILLE

Bien gu entamée récemment, la transformation du droit dans le
but d'y intégrer les biotechnologies avance a4 grands pas.

Jusgu “ici, le travall juridique a été peu réalisé en fonction
des organismes, de 1 espece a4 laguelle i1ls appartiennent, du
milien dans legquel ilgs vivent. C est normal car la régle
juridigue est générale; elle sera précisée au fur et & mesure
de 1l apparition des spécificités. Pour 1 instant, done, a tort
ou & raison, les textes juridiques ne distinguent pas entre
biotechnoleogies appliquées au milieu marin ou a d autres
milieux.

C est plutét par branches du droit, en fonction des problémes
juridiques posés , Qu 'a é€té divise ce travail. Four 1 heure,
il s est essentiellement limite a deux gquestions: celle de la
sécurité relative aux recherches et productions
biotechnologiques et ¢elle de la protection Juridique des
innovations en découlant.

Alors gque le probléme des disséminations vient d étre
juridiguement esncadré (I), le choix du systéme de protection
des inventions n'a pas encore été définitivement effectué par
le législateur et ce sont principalement les décisions des
juges et de 1 administration qui nous fournissent quelgues
lignes directrices (I1).
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I-DES BIOTECHNOLOGIES EN LABORATOIRE AUX EXPERIMENTATIONS EN
HILIEU NATUREL POUR ABOUTIR A LA HISE SUR LE KARCHE: URE
REGLEMENTATION RECENTE CONTRAIGNANTE.

¥ Deux directives ont été adoptées a4 Bruxelles le 23 avril
1990, réglementant respectivement:

-~ l'utiligation confinée de microorganismes génétiquement
modifiés (MGH),

- la dissémination volontaire d organismes génétigquement
nodifiés (OGM) dans 1 environnement, soit & titre
expérimental, solt pour 1a mise sur le marché.

Ces directives visent, par le contrdle des disséminations

accidentelles ou délibérées, 4 réduire les risques potentiels
qul ¥ sont liés.

¥ Leur légitimité peut &tre contestée:

les risques de bouleversement des écosystémes et d atteinte

d la diversité biologigque ne sont pas 1 appanage des
activités biotechnologiques. Les introductions et
transferts d espéces en milieu marin en sont un exemple.

le génie génétique serait générateur de risques beaucoup
moins grands gue certaines activités du génie humain
{nucléaire...).

En réalité, le fondement de cette réglementation est double:

l"harmonisation des législations et proeédurss en Europe,
pour mettre fin aux distortions de concurrence, et parce
que, une fois disséminégs, les OGM ne connaissent pas les
frontiéres,

1 organigation naissante d une sorte de “veille biclogique™”

destinée & protéger au mieux notre environnement;
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¥ En France, ces deux directives européennes interviennent
dans un terrain trés souplement encadré.

- absence de loi générale sur le génie génétique,

- encadrement peu contraignant constitué & la fois par des
normes d application volontaire mises en place par les
acteurs 2Sconomiques, et par un ensemble de lois se
caractérisant par la souplesse.

- au stade de la recherche en laboratoire:

.observation volontaire des normes relatives au
confinement, & la construction génétique. ..

.saisine facultative de la Commission du génie génétlgue,
pour tout conseil relatif au classement des organismes,
aux conditions de confinement & respecter en fenction
de ce classement...

- au stade de la recherche expérimentale:

.observation voleontaire des normes relatives & la
dissémination {(en cours d’ élabeoration pour les
animaux),

.saisine facultative (devenue obligatoire si la
dissémination expérimentale est sulivie d une demande de
mise sur le marché) de la Commission du génie
biomoléculaire, pour obtenir un avis sur le projet de
relargage.

-~ au stade de la production:
application de la loi sur les installations classées
{loi du 19 juillet 1978) qui prévoit une autorisation

préfectorale et une enquéte publique pour toute
activité de production de MGNM.
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¥ Les mécanismes mis en oceuvre par les deux directives
européennes.

conception particulariste des activités bilotechnologiques,

contrdle accru de ces activités, fin de 1 autosurveillance,

|

information interétatigque sur 1 existence des risques
assoclés aux biotechnologies au niveau communautaire.

Pour limiter les disséminations accidentelles: mise en
place d'un contrdle des utilisations confinées.

.le texte ne vise gque les MGH,

.le risque 1lié a4 ceux-ci varie en fonection de
1l association de trois critéres:

le MGM est pathogéne ou ne 1 'est pas,
il s"agit ou non d une premiére utilisation,
cette utilisation a ou non un caractére industriel.

.selon le risgque présumé, le contdéle varie:

simple tenue d un registre,
déclaration &4 une autorité nationale compétente,
demande d autorisation a cette méme autorité.

- Pour éviter toute dissémination volontalire dommageable pour
1l environnement: institution d un systéme d autorisations
obligatoires.

.Ce systéme vise tout OGM mais différe selon que la
dissémination a un but expérimental ou gu’ll s 'agit
d ‘'une mise sur le marché.

.Pour tout projet de digsémination "recherche":

demande d autorisation obligatoire a4 une auntorité
nationale chargée de rendre un avis au vu d une
étude d impact réalisée par le scientifique,

avis rendu par cette autorité dans un délai moyven de
90 jours, aprés information des 11 autres pavs
membres de la CEE, aptes & formuler des

-

observations a4 titre purement consultatif.
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.Pour tout projet de mise sur le marché:

autorisation egalement obligatoire mais ici,
l'autorité nationale ne prend de décision gu avec
1 accord de 1 ensemble des pays membres;

en cas d objection motivée soulevée par 1l'un ou
plusieurs de ces pays, une procédure lourde et
longue se met en place, toujours tranchée, in fine,
par les instances communautaires;

délai moyen: entre 5 mois et un an.
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¥ La France doit intégrer ces directives an droit interne
avant fin Octobre 1991. Buelles incidences pour les
biotechnologues?

On ne sait pas encore guelle sera 1l autorité nationale
compétente mais dores et déja, on peut penser que les
modifications sulvantes interviendront:

- Pour la recherche en laboratoire:

diminution du pouveoir d° appr601at10n personnelle des
biotechnologues,

saisine de 1 'autorité presgue toujours obligatoire pour
elassement des opérations de recherche portant sur des
MGH,

institution de 1la CGG comme exXpert auprés de 1 autorité
nationale,

observation volontaire des normes concernant la
recherche sur les animaux et végétaux.

- Pour les disséminations expérimentales et la mise sur le
marché:

saisine de 1 antorité toujours obligatoire avant une
dissémination d ' 0OGM &4 titre expérimental (pas pour les
produits en découlant et pour lesquels une évaluation
des risques pour 1 environnement et la santé est déja
prévue ).

institution de la CGB comme expert aupés de 1 autorité
nationale,

appréciation par la CGB inchangée sur certains points
(autorisations délivrées au cas par cas, réalisation
des expériences par étapes...), largement modifiée sur
d autres (compétence liée & 1 accord des autres pays;
ingérence systématique des instances communautaires
dans la recherche nationale; critigque la plus souvent
formulée: plus de confidentialité des projets de
recherche).

Cette derniére critigue est inoppprtune dans la mesure ou:
.la confidentialité des informations est prévue par 1la

dlrectlve,

.la protection juridigue de 1 innovation est generalement
obtenue avant la demande de dissémination.
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II-1.A PROTECTION DES INVENTIONS BIGTECHROLOGIQUES: UN CHOIX
EFFECTUE EN PASSE D ETRE RATIFIE.

Pour des raisons économigues évidentes, une protection
juridique optimale doit é&tre conférée aux innovateurs.
Cecl n est contesté par personne.

Mais quelle protection? C'est cette question gui est la source
d'un wvaste débat, avec, comme enjeu, 1 incitation &

1l innovation et méme, pour certains, la conservation de la
diversité biclogique.

En Europe, la tendance est a4 ne pas refuser de protection a
une invention sous preétexte qu ' elle porte sur la matiére
vivante.

C’est la jurisprudence de 1°0ffice esuropéen des brevets gqui
mérite d &tre analysée, et ce & un double titre.

D abord parce que ¢ 'est 1 0EB qui applique la Convention sur
le brevet européen (Convention de Miinich du 5 octobre 1373),
ratifiée par lz France et s imposant done au juge national;
mals aussi parce que ¢ 'est sur la jurisprudenceé de cet Office
que se fonde la CEE pour é£tablir les grands principes de 1la
future directive communautaire relative 4 la protection des
innovations biotechnologiques, gui imposera aux pays membres
de la communauté une interprétation commune de la CBE.
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La tendance de 1°0EB est 3 admettre la brevetabilité de la
matiére vivante dans son ensemble.

Pour ce qQui concerne les amiercorganismes, leur
brevetabilité s est intégrée dans 1 indifférence au droit
compun du brevet et est aujourd hui parfaitement acquise.

un microorganisme (M0) non manipulé mais seulement isolé du
milieu naturel est brevetable; il vy a la, d apres le juge,
une intervention humaine gui dépasse le stade de la simple
découverte,

la sélection d 'un microorganisme naturel présentant des
gqualités particunliéres, parmi une population entiére de la
méme espéce, constitue un procédé microbiologigue
brevetable,

1'utilisation d 'un microorganisme dans un procédé
industriel est brevetable,

une méthode de production d un nouveau MO, ou de réduction
de la pathogénécité d un MO est brevetable,

un microorganisme modifié génétiguement est brevetable.

Ainsi, de la collecte du microorganisme dans les fonds marins
a4 la substance gqu’'il produit, en passant par la purification,

et 1 élaboration du procédé de production, chague £tape

biotechnologigque peut étre protégée par un brevet d invention,

pourvu gue soient rempllies les conditions de nouveaunteé,
activité inventive, applicabilité industrielle.
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¥ Contrairement aux microorganismes, la brevetabilité des
variétés végétales et des races animales est en partie
exclue par la CBE mais 1°0EB, par son interprétation,
réduit le champ de cette exclusion.

- Article 53b) de la CBE: "1] ne sera pas accordé de bresvets
européens pour:

.les variétés végétales ou les races animales,

.les procédés essentiellement biologiques d obtention de
végétaux ou d animaux, cette disposition ne
s ‘appliguant pas aux procédés microbiologiques et aux
produilts obtenus par ces procédés”.

- Interprétation de cet article par 1 0OEB:

.les procédés d obtention d animaux ou de végétaux seront
brevetables dés lors gu’'ils ne sont pas essentiellement
blologiques. Il suffit pour celd que le procédé inclue
une seule étape microbiologigue, pourvu gque cette étape
ait un caractére deéeterminant dans le succés de la
méthode.

~> Constituent des procédés brevetables: la FIV, le
clonage, la transgénése...

.Les certitudes ne sont pas aussi grandes en ce gqui
concerne les produits:

seunles sont exclues de 1a brevetablilité les
variétés végétales susceptibles d 8tre protégées
par un titre spécifigque, le certificat d obtention
végétale, ¢ 'est 4 dire les variétés distinctes,
homogénes et stables. Dés lors, toute plante
manipulée génétiguement pourra étre brevetée si
l'un de ces trois caractéres fait défaut;

seules serailent exelues de la brevetabilité les
races animales (sachant gu’'on ne sait plus
bieen c¢e qu'est une race); 1l 'exclusion ne vise
donec pas les animaux en tant que tels,
notamment les espéces animales

-> sont déjd brevetables:
le matériel animal infracellulaire(ex: génes),
les parties d animaux non susceptibles de
donner un animal{ex: cellules, lignées

cellulaires...).

tout animal ne constituant pas une race.
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Les conditions de brevetabilité en principe similaires dans
tous les domaines de la technigue sont appréciées de maniére
souple en biotechnologie.

L invention biotechnologique doit satisfaire aux exigences de
nouveauté, d activité inventive et d applicabilité
industrielle, comme dans les autres domaines de la technique.

-

Mais les exigences de 1°0EB quant & la description de cette
activité inventive et gquant a4 1 étendue de la protection
demandée sont particuliéres aux biotechnologies et favorisent
largement 1 inventeur.

¥ Des modalités de description de 1 invention
biotechnologique dérogatoires zu droit compun.

~Pour les microorganismes et & terme pour les animaux,
1 'inventeur peut remplacer la description écrite par le
dépot des matériels biclogigques:

.déps&t de tout microorganisme, cellule, lignée
cellulaire, fragment d ADN...dans une institution
homologuée, au plus tard au moment de la demande de
brevet. Si 1 'invention consiste en un procédé utilisant
un microorganisme ou en un microorganisme génétiguement
modifié, le dépdt doit bien slir &tre complété par une
description du procédé utilisé.

.Le dép6t du microorganisme ne limite pas 1 invention &
ce seul individu, mais couvre aussi tous les individus
semblables, les variants et les mutants.
~»> la protection conférée par le brevet s étend &
tout équivalent du microorganisme déposé permettant
de produire 3 coup =ir la méme invention.

.Le dépdt constitue une protection contre les
divulgations intempestives de la part des tiers:

possibilité pour 1 inventeur, tant que le brevet n est
pas octroyé, de réserver 1 accéds de la culture déposée

4 un expert indépendant agréé par 1°0EB, qui s engage 3
n‘utiliser la souche qQu i des fins expérimentales et a
ne communiquer le résultat de ses investigations gu aux
tiers qui auront formé la demande d accés au matériel.

-Du fait du caractére vivant des matiéres mises en oeuvre,
la description de 1 invention est appréciée souplement.
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¥ Une tendance de 10EB 3 accepter des revendications floues,
ce gqul méne 4 1 octroi de breveits conférant une protection
trés large.

Les bicotechnologues ont tendance a4 formuler de larges
revendications pour étendre le champ de la protection qui
leur sera conférée,

L "0EB considére que ¢ce n est gue 5 11 existe des doutes
sérieux, étayés par des faits vérifiables, que 1 objection
d "insuffisance de description peut &tre soulevée 3
i1’encontre de ces revendications -> renversement de la
charge de la preuve.
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Conséquences de cette jurisprudence

% Le brevet: un mode de protection qui n est pas forcément
adapté aux exigences de la recherche.

-La recherche en bioctechnologie est étroitement dépendante
de 1 'accés aux ressources génétigques.

-0Or lorsqu ‘un brevet protége une invention biotechnologique,
son titulaire dispose d 'un droit exclusif sur cette
invention et le matériel génétigue ayant permis sa
réalisation.

Tout antre chercheur peut utiliser ce matériel (dans le
cadre de 1 "exemption de recherche”),

mais cette utilisation ne doit pas dépasser le cadre de
la recherche; si, & partir de 1 invention brevetée, un
chercheur concurrent met au point une nouvelle
invention présentant une ressemblance avec la premiére,
il devra obtenir une autorisation d exploitation, payver
des redevances ou essuyer un refus.

¥ Ces inconvénients risgquent d ' é&tre aggravés par la
Jurisprudence de 1 OEB.

Le systéme du dépdt rend 1 accés aux ressources
génétiques trés difficile et trés risqué. Dans ces
conditions, la portée de 1 exemption de recherche se
réduit.

L octroi, par 1°0EB, de brevets conférant une
protection trés large risque de multiplier les cas de
ressemblance entre une invention brevetée et une
invention non encore protégée. D ol une inflation
probable des accords contractuels et des risques de
refus d exploitation.

Il faudrait prévoir, comme le proposent certains
spécialistes et 1 actuel projet de directive européenne, un
systéme de "licences d office” assurant une libre
utilisation, movennant paiement, des ressources génétigues.

Indépendamment des décisions de 1 0EB, d autres problémes
découlant de 1la brevetabilité des inventions biotechnologiques
ne sont pas encore réscolus. En matiére d inventions animales,
guelles peuvent étre, par exemple, les modalités d application
du “"droit de suite” attaché au brevet et conférant & son
détenteur un droit sur chague reprcocduction de 1 invention?
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